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1. Einleitung  
1.1 Psychotrope Pilze 
Die Fruchtkörper höherer Pilze werden vom Menschen schon seit vielen tausend Jahren 
gesammelt und als Nahrungsmittel konsumiert. Dabei enthalten sie nicht nur wichtige 
Nährstoffe wie Vitamine, Mineralien oder Spurenelemente (Kalač 2009), sondern weisen auch 
eine Vielzahl pharmazeutisch relevanter Naturstoffe auf, manche Pilze können sogar 
psychotrope Wirkungen auslösen (Lindequist, Niedermeyer et al. 2005).  
Es ist daher nicht verwunderlich, dass schon früh genau jene Pilze der Gattung Psilocybe von 
prähistorischen Kulturen als Rauschmittel genutzt wurden. Dabei hatten die 
bewusstseinserweiternden Eigenschaften der Psilocybe Pilze einen maßgeblichen Einfluss auf 
die Mythologie und Religion der Menschheit. Dies lässt sich mittlerweile recht sicher aus 
bisherigen prähistorischen Darstellungen und immer noch existierenden, tausende Jahre alten 
Pilzkulten ableiten. In Abbildung 1 sind die bisher ältesten Höhlenmalereien zu sehen, welche 
explizit auf den Konsum der psychotrop wirksamen Pilze hinweisen.  
 
Abbildung 1: Prähistorische Darstellungen zeigen psychedelische Pilze und deren Konsum; A: Höhlenmalerei in 
Tassili, Algerien (Froese, Guzmán et al. 2016), B: Malerei in spanischer Höhle in Pascuala (Akers, Ruiz et al. 2011) 
Die bisher ältesten Funde zum Gebrauch dieser Pilze durch den Menschen stammen aus einer 
Höhle in Tassili n`Ajjer in Algerien (Abbildung 1 A), welche auf ein Alter von mindestens 10.000 
Jahre aus der Zeit des späten Paläolithikums geschätzt werden. Die Darstellungen werden als 
Zeugnis rituellen Gebrauchs psychotroper Pilze interpretiert, ersichtlich durch die 
gestrichelten Verbindungslinien zwischen Pilz und Kopf (Samorini 1999, Samorini 2001). Die 
Pilze werden der Art Psilocybe mairei zugeschrieben (Guzmán 2012), einer Psilocybin 
enthaltende Spezies, die in Afrika endemisch ist. In Europa ist der momentan älteste Hinweis 
für den Gebrauch von Psilocybe eine Wandmalerei in einer Höhle in Pascuala in Spanien, 
gezeigt in Abbildung 1 B, welche auf eine Zeit vor 6000 Jahren datiert werden kann (Akers, 
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Ruiz et al. 2011). Die in der rechten unteren Bildhälfte zu sehenden kleinen Pilze wurden 
aufgrund ihrer auffälligen Morphologie als Psilocybe hispanica identifiziert. Eine in der 
dortigen Region häufig vorkommende Art, welche an jener Stelle auch als erstes beschrieben 
wurde (Guzmán 2012).  
 
Abbildung 2: Weitere prähistorische Darstellungen psychedelischer Pilze; A: Bronzeguss an der Eingangstür des 
Hildesheimer Doms, B: zum Vergleich P. semilanceata (Froese, Guzmán et al. 2016) 
Als Beispiel der späteren Zeit ist der Bronzeguss an der Eingangstür des Hildesheimer Doms zu 
nennen (Abbildung 2 A). Die Arbeit entstand bereits im Mittelalter um 1015 und zeigt die 
Szene des Sündenfalls am Baum der Erkenntnis. Es wird vermutet, dass die Bronze die in 
Europa häufig vorkommenden Art Psilocybe semilanceata zeigt (Gartz 1996).  
Aufzeichnungen aus der Zeit der Kolonisation Mexikos im 16. Jahrhundert (Sahagún 1583) 
dokumentieren einen durch die Kirche verbannten rituellen Gebrauch von Psilocybe, wie es 
ähnlich auch in Europa stattgefunden hat. Die Verbannung heidnischer Rituale durch die 
Kirche führte eine Zeit lang zum Vergessen um das Wissen psilocybinhaltiger Pilze.  
Die erste zuverlässige Datierung in der Neuzeit von 1799 durch den Chemiker Augustus Everad 
ist eine Vergiftung einer britischen Familie durch Psilocybe semilanceata. Diese zeigten nach 
heutigen Erkenntnissen typische Symptome einer Vergiftung mit Pilzen der Gattung Psilocybe. 
Den ersten Zusammenhang zwischen den bläuenden Pilzen und den Pilzvergiftungen stellte 
der Mykologe Mordecai Cubitt Cooke auf (Cooke 1902). Er stellte die Hypothese auf, dass die 
bläuliche Farbe erst durch Umwelteinflüsse hervorgerufen werde und durch die veränderte 
chemische Umsetzung die Pilze giftig würden.  
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1.1.1 Die Entdeckung des psychotropen Wirkstoffes der Psilocybe-Pilze 
 
Abbildung 3: Struktur von Psilocybin mit originaler Handschrift des Entdeckers Albert Hofmann (Adelaars 2016) 
Die Pilzkulte aus Südamerika wurden erstmals 1940 von dem Botaniker Richard Schultes 
beschrieben, welcher die bewusstseinserweiternden Pilze der Gattung Panaeolus zuordnete 
(Schultes and Hofmann 1979). Nach einigen Expeditionen gelang es 1955 Robert Wasson als 
erster westlicher Besucher das Vertrauen des Indianer-Stammes der Mazateken in Mexiko zu 
erlangen. Er nahm selbst an einer Pilzzeremonie, geführt durch die Schamanin Maria Sabinas, 
teil und konnte erstmals die Wirkung der zuvor gesammelten Pilze genau beschreiben. Der 
rituelle Gebrauch dieser Pilze durch die Ureinwohner Mexikos kann auf mehr als 3000 Jahre 
datiert werden, reicht vermutlich aber noch viel weiter zurück. Die Fruchtkörper aus der 
Pilzzeremonie konnten später als Psilocybe caerulescens beschrieben werden (Hofmann 2005, 
Carod-Artal 2015). Der Naturstoff Psilocybin (1) konnten nachfolgend von Albert Hofmann 
1958 identifiziert und ein Jahr später synthetisiert werden (a: (Hofmann, Heim et al. 1958), b: 
(Hofmann, Heim et al. 1958), c: (Hofmann, Frey et al. 1958)) 
In den 1960er Jahren wurde der Einsatz des Wirkstoffes Psilocybin in der Psychotherapie 
intensiv erforscht (Metzner 2005). Ungefähr zur selben Zeit wurde der Gebrauch 
psilocybinhaltiger Pilze zu Rauschzwecken in der Bevölkerung ebenfalls sehr populär. Als 
direkte Konsequenz des ansteigenden Konsums wurde der Wirkstoff Psilocybin sowie Psilocin 
1971 von der Konvention der Vereinten Nationen als psychotrope Substanz der Klasse eins 
eingestuft und somit offiziell verboten (Nichols 2004). Als Folge davon wurden ebenfalls alle 
wissenschaftlichen Studien mit dieser Substanz im Laufe der Zeit eingestellt. Erst ab den 90er 
Jahren ist erneut eine gestiegene Anzahl von Publikationen zu diesem Themengebiet zu 
verzeichnen. Heutzutage ist Psilocybin in klinischen Studien und unter der Bevölkerung wieder 
eines der am meisten genutzten Psychedelika (Krebs and Johansen 2013). Dies liegt vor allem 
an der relativen Sicherheit des Wirkstoffes. Weiterhin ist die gestiegene Nutzung aufgrund der 
langen Wirksamkeit der positiven Effekte und der guten oralen Bioverfügbarkeit begründet 
(Hasler, Grimberg et al. 2004, Johnson, Richards et al. 2008). 
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1.1.2 Charakteristiken der Pilzgattung Psilocybe 
 
Abbildung 4: Verschiedene Psilocybe Arten; A: P. cyanescens auf Rindenmulch in Jena (Foto Dirk Hoffmeister), 
B: P. semilanceata auf einer Wiese in Oberjoch, Allgäu; C: im Labor gezüchtete Fruchtkörper von P. cubensis  
Die Gattung Psilocybe gehört zu der Familie der Träuschlingsverwandten (Strophariaceae), die 
in die Unterabteilung Agaricomycotina eingeordnet werden. Diese gehören zu der Abteilung 
der Basidiomyceten. Die Gattung Psilocybe umfasst dabei mehr als 150 Arten und sie sind mit 
Ausnahme der Antarktis ubiquitär. Einige Arten wie P. semilanceata (Abbildung 4 B) sind sehr 
erfolgreich und nahezu weltweit verbreitet. Der Naturstoff Psilocybin wird jedoch nicht nur 
von allen Vertretern der Gattung Psilocybe produziert, sondern konnte auch bei einigen 
Vertretern der nahe verwandten Gattungen Panaeolus, Inocybe, Galerina, Pluteus sowie 
Conoybe, aus der Ordnung Agaricales, gezeigt werden (Gartz 1996). Bisher wurden 17 Arten 
in Europa gefunden (Guzmán, Allen et al. 1998, Guzmán 2009), von denen mindestens sechs 
endemisch nur in Europa vorkommen, wo auch ihr Ursprung vermutet wird (Guzmán and 
Castro 2003).  
Morphologisch wird der Fruchtkörper der Psilocybe-Pilze in einen dünnen Stiel mit 
charakteristisch glockenförmig bis halbkugelig zugespitzten Hut gegliedert. Die Lamellen sind 
breit am Stiel angewachsen oder mit Zahn herablaufend und dunkel-, violett- bis 
schwarzbraun gefärbt. Das Sporenpulver besitzt eine lila bis dunkelbraune Färbung. Der Stiel 
sitzt zentral, ist kahl bis flockig, und meist unberingt. Pilze der Gattung Psilocybe sind 
Saprobionten, welche bevorzugt in nährstoffreichen Gebieten, koprophil auf Mist und 
Dungablagerungen wachsen (Krieglsteiner 2000). Die Art P. cubensis (Abbildung 4 C) kommt 
ursprünglich aus Afrika, hat sich mittlerweile aber fast vollständig in den gesamten Tropen 
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verbreitet, und wächst auf dem Dung von großen Tieren wie Elefanten oder Büffeln und ist 
ein Kulturfolger auf Rinderfarmen.  
 
Abbildung 5: Charakteristische Merkmale der Gattung Psilocybe; A: Sklerotienbildung durch P. mexicana 
FSU13617, B: Deutlich sichtbare Bläuungsreaktion im leuzistischen Stamm von P. cubensis FSU12407 
Fast alle Pilze der Gattung Psilocybe zeigen eine Bläuungsreaktion nach Verletzung des Myzels 
oder des Fruchtkörpers, dargestellt an dem leuzistischen P. cubensis in Abbildung 5 B. Bei 
einigen Arten kommt es zur selbstständigen schwarzblauen bis grünlichen Verfärbung des 
Stiels und des Hutes (Krieglsteiner 2000) und ist ebenso in Abbildung 5 an der Verfärbung des 
Hutrandes zu erkennen. Die Bläuungsreaktion kann direkt mit dem Vorhandensein von 
Psilocybin in Verbindung gebracht werden, dessen Auftreten ein Merkmal der Pilzgattung 
Psilocybe darstellt. Die Farbreaktion ist eine oxidative Oligomerisation, welche nach 
Verletzung durch zwei Enzyme vorbereitet wird. Je nach Substratkonzentration entstehen 
vielfältige Polymere aus Psilocinmolekülen und das erst sobald der Phosphatester und somit 
die Schutzgruppe des Psilocybins entfernt wird (Lenz, Wick et al. 2019). 
Psilocybin stellt die stabile Vorstufe des neurologisch aktiven Wirkstoffes Psilocin dar, welcher 
bei Einnahme eine psychedelische Wirkung auslöst. Der Gesamtgehalt von Psilocybin kann in 
getrockneten Fruchtkörpern bis zu 2 % und mehr betragen (Gartz 1995). Durch die 
Möglichkeit der chemischen Analyse konnten einige Arten neu eingeordnet werden (adAllen 
2011). Erwähnenswert ist auch die beachtliche Sklerotien-Bildung einiger Psilocybe Arten. Die 
in Abbildung 5 A dargestellten Pseudo-Sklerotien wurden durch P. mexicana gebildet und 
stellen ein bei Pilzen auftretendes unterirdisches Überdauerungsstadium dar. In diesem 
Stadium wird das Myzel stark verdichtet und ist von einer dicken Kortexschicht umgeben, um 
andauernde Trockenperioden oder Waldfeuer zu überstehen (Dörfelt and Ruske 2014). 
Interessanterweise wird Psilocybin auch in den Sklerotien bis zu einer Konzentration von 
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0,65 % gefunden (Gartz 1995) weshalb sie genau wie die Fruchtkörper dieser Pilze weltweit zu 
Rauschzwecken konsumiert werden. 
 
Abbildung 6: Mikroskopie der Basidiosporen verschiedener Psilocybe Arten; A: P. cyanescens FSU12414, B: 
P. cubensis FSU12407, C: P. cubensis FSU12410, D: P. mexicana FSU13617, E: P. semilanceata Wildfund 
Bei den Ständerpilzen ist eine apikale Verschmelzung zweier haploider Hyphen zu einem 
dikaryontischen Myzel die Grundvoraussetzung für die spätere Fruchtkörperbildung. Durch 
die Schnallenbildung werden jeweils die zwei unterschiedlichen Kerne einer Zelle zugeteilt. 
Mittels Karyogamie verschmelzen beide Kerne und bilden mit der sich anschwellenden Hyphe 
die sogenannte Basidie, welche mit einigen Abweichungen meist vier jeweils meiotisch 
gebildeten Sporen enthält. Die Basidiosporen der verschiedenen Psilocybe Arten haben alle 
eine ellipsoide-mandelförmige Form gemeinsam (Abbildung 6). Die Sporenwand der 
verschiedenen Arten weist eine unterschiedliche Stärke auf, welche von dünn bis dickwandig 
reichen kann. Der Keimporus ist fast ausschließlich abgestutzt und nur selten unscheinbar zu 
erkennen (Krieglsteiner 2000). Für die Bestimmung der Gattung Psilocybe ist vor allem die 
dunkelbraune bis schwarze Farbe der abgeworfenen Sporen ein wichtiges 
Erkennungsmerkmal. 
1.2 Pharmakologie und Chemie des Psilocybins 
1.2.1 Physiologische und neuropsychologische Effekte von Psilocybin 
Psilocybin wird nach erfolgter oraler Einnahme mittels alkalischer Phosphatase in der 
Magenschleimhaut zu Psilocin dephosphoryliert. Somit stellt Psilocybin das stabile Prodrug 
und Psilocin den eigentlichen Wirkstoff dar. Psilocin wird durch den Blutkreislauf in alle 
Gewebe und das Gehirn verteilt und die Enzyme UGT1A9/UGT1A10 (Geiger, Wurst et al. 2018) 
glucuronidieren das Psilocin zu Psilocin-O-Glucuronid (Grieshaber, Moore et al. 2001, 
Manevski, Kurkela et al. 2010). In dieser Form wird ein Großteil des Psilocins bereits nach 24 
Stunden wieder vom Körper über den Urin ausgeschieden (Hofmann 1968).  
7 
Die höchsten Konzentrationen von Psilocin wurden bei Ratten und Mäusen in den 
Hirnregionen des Neokortexes, Hippocampus und dem extrapyramidalmotorischen System 
gemessen (Hopf and Eckert 1974). Psilocin besitzt dabei eine besondere Bindungsaffinität zu 
den Serotoninrezeptoren 5-HT2A mit Ki Werten von 107,2 nM sowie mit einer Ki von 219,6 nM 
zu den 5-HT1B Rezeptoren. Ebenfalls konnte eine Bindungsaffinität von Psilocin mit einer Ki von 
3,5 nM an den 5-HT7 Rezeptoren sowie mit 2645 nM an den Dopaminrezeptoren D3 gezeigt 
werden (Ray 2010, Halberstadt, Koedood et al. 2011).  
Die beobachtete Aktivität an den 5-HT2A Rezeptoren ist für die psychedelische Wirkung 
verantwortlich, während der Einfluss der Aktivität an den Dopamin-Rezeptoren und einer 
Vielzahl weiterer Rezeptoren (Ray 2010) noch wenig verstanden ist. Interessant ist die niedrige 
Ki der 5-HT7 Rezeptoren, welche sich als vielversprechendes Target für die Behandlung von 
Depressionen gezeigt haben (Naumenko, Popova et al. 2014). Psychedelische Effekte treten 
oral konsumiert bereits ab der geringen Menge von 15 mg bei einem Körpergewicht von 75 kg 
auf (Hasler, Grimberg et al. 2004), und sind bereits nach 30 bis 75 Minuten wahrnehmbar und 
können bis zu 4-6 Stunden anhalten (Hasler, Grimberg et al. 2004). Einige der somatischen 
Wirkungen beruhen auf einer gesteigerten Aktivität des Sympathikus, bemerkbar durch eine 
Weitung der Pupillen und einem erhöhten Blutdruck und Puls (Griffiths, Richards et al. 2006). 
Messbar ist eine Erhöhung des systolischen und diastolischen Blutdrucks um 10-30 mmHg. 
Unter dem Einfluss von Psilocin konnten keine Abweichungen der elektrischen Aktivitäten des 
Herzens im EKG nachgewiesen werden (Hasler, Grimberg et al. 2004). Andere mögliche 
körperliche Nebenwirkungen sind ein Schwindel- und Schwächegefühl, vor allem aber eine 
kurze Übelkeit mit möglichem Erbrechen direkt nach Einnahme der Pilze (Peden and Pringle 
1982). Es konnte außerdem ein Einfluss auf die Produktion diverser Hormone nachgewiesen 
werden. Nach einer Einnahme von Psilocybin kommt es zu einer gesteigerten Produktion von 
Prolaktin, Corticotropin, Cortisol und Thyreotropin. Jedoch konnte bereits fünf Stunden nach 
der Einnahme ein kompletter Rückgang der gesteigerten Produktion aller Hormone 
beobachtet werden (Gouzoulis-Mayfrank, Schreckenberger et al. 1999, Hasler, Grimberg et al. 
2004). 
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Psychotrope und neuropsychologische Effekte von Psilocybin 
Sehr geringe Dosen von Psilocybin verursachen Schläfrigkeit und steigern die Wahrnehmung 
von Gefühlen, was zu einer Verstärkung der vorherrschenden Laune sorgt (Hasler, Grimberg 
et al. 2004). Mittlere Dosen von Psilocybin führen bereits zu einer veränderten Wahrnehmung 
der Umgebung und des Bewusstseins, werden nicht als real eingeschätzt und sind daher gut 
zu kontrollieren.  
Hohe Dosen von Psilocybin hingegen bewirken intensive psychedelische Erfahrungen, welche 
zu starken Wahrnehmungsveränderungen führen. Es können traumähnliche Zustände 
erfahren werden, oft begleitet von Halluzinationen und Synästhesien. Körperlich sind 
Parästhesien in Formen von Missempfindungen wie einem Kribbeln der Haut zu beobachten. 
Die Wirkung reicht von einer veränderten Selbsteinschätzung bis hin zu einer kompletten 
Derealisation mit der Umwelt. Häufig kommt es zu einem gleichzeitigen Erlebnis einer 
Depersonalisierung, bei der sich die körperlichen Empfindungen bis zum kompletten Verlust 
der Persönlichkeit verändern. Dabei können Zustände des veränderten Körpererlebens 
empfunden und der Körper oder Teile dessen als andersartig wahrgenommen werden. 
Zusätzlich verändert sich das visuelle Empfinden und es kann zu einem Verlust der 
Zeitwahrnehmung kommen. Nicht unüblich dabei sind auch positive spirituelle und mystische 
Erfahrungen der Konsumenten. Die bereits empfundene Gefühlslage verstärkt sich durch die 
Einnahme von Psilocybin und kann zu Zuständen von absoluter Euphorie bis hin zu 
Angstgefühlen führen (Hollister 1961, Hasler, Grimberg et al. 2004, Geyer and Vollenweider 
2008). Die durch Psilocybin ausgelösten Symptome können durch Ketanserin 
(5-HT2A/C Antagonist) oder Risperidon (5-HT2A/C und D 2 Antagonist) sofort aufgehoben werden.  
Interessanterweise konnten positive Langzeitwirkungen nach Einmalgabe bis zu 25 Jahren 
nach dem Konsum nachgewiesen werden (Doblin 1991). Dieses Resultat konnte in einer neuen 
doppelblinden und kontrollierten Studie bestätigt werden (Griffiths, Richards et al. 2006). 
Patienten berichteten aufgrund dieser tiefgreifenden Erfahrungen von einer positiven 
Änderung ihrer Grundeinstellungen sowie ihres Verhaltens. Eine weitere Studie kam zu einem 
ähnlichen Ergebnis der aufbauenden Langzeitwirkungen durch die Einnahme von Psilocybin. 
Auffallend war eine bleibende gesteigerte Offenheit der Personen, welche mystische 
Erfahrungen während der Einnahme machten (MacLean, Johnson et al. 2011). Weitere 
Studien zeigten sehr vielversprechende Ergebnisse bei Patienten mit Depressionen im 
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Krebsendstadium, behandlungsresistenten Depressionen oder Suchtverhalten (Johnson and 
Griffiths 2017). Phase 2 Studien zu finden unter der Studiennummer NCT00957359, 
durchgeführt durch die Johns-Hopkins-Universität und die New-York-Universität, zeigten 
Behandlungserfolge von 60 - 80 % bei Depressionen und Angstzuständen durch eine 
Einmalgabe (Sherwood and Prisinzano 2018). Studien der klinischen Phase 3 mit dem Ziel der 
Zulassung des Prodrugs Psilocybin sind momentan bereits durch die Institute Heffter und 
Usona Research in der Planung (Sherwood and Prisinzano 2018). 
Aus einer Vielzahl von toxikologischen und klinischen Studien geht hervor, dass Psilocybin eine 
sehr geringe Toxizität besitzt (Passie, Seifert et al. 2002, Nichols 2004). Es verursachte keine 
Schäden an den Organen von Ratten und Schweinen (Cerletti 1958) und besitzt keine 
neurotoxischen Eigenschaften (Johnson, Richards et al. 2008). Die mittlere letale Dosis (LD50) 
für Ratten und Mäuse liegt bei 280 – 285 mg/kg. Wenn man von durchschnittlich 0.1 % 
Wirkstoffgehalt in frischen Pilzen ausgeht, wäre bei einem 75 kg schweren Menschen eine 
unkonsumierbare große Portion von mehr als 21 kg frischer oder 2,1 kg getrockneter Pilze 
notwendig um überhaupt die mittlere letale Dosis zu erreichen (Usdin and Efron 1972). In 
diesem langen Zeitraum, in welchem Psilocybin in der Form von psychedelischen Pilzen 
konsumiert wird, kam es bisher zu keinen dokumentierten körperlichen Schäden durch den 
Wirkstoff Psilocybin (Hofmann 2005).  
1.2.2 Chemie des Psilocybins 
Psilocybin ist ein sehr einfach aufgebauter Naturstoff, welcher aus dem heterozyklischen und 
aromatischen Grundgerüst eines N,N-Dimethyltryptamins aufgebaut ist. Dennoch besitzt 
Psilocybin mit der Phosphoryloxygruppe an der vierten Position des Indolringes eine 
Besonderheit, da die 4-Hydroxylierung des Indols sowie der Phosphorsäureester selten bei 
Naturstoffen zu beobachten sind. Psilocybin hat eine molekulare Masse von m/z 284.1 
(C12H17N2O4P) und besitzt eine psychotrope Wirkung auf den Menschen. Durch diese 
Charakteristiken gehört Psilocybin in die Klasse der Indolalkaloide.  
Psilocybin liegt als Zwitterion vor und besitzt ein tertiäres Amin, aufgrund dieser Eigenschaften 
ist es sehr gut wasserlöslich. Aufgrund des Indolfragmentes kann Psilocybin in der 
Dünnschichtchromatografie mittels Ehrlich-Reagenz nachgewiesen werden und zeigt eine 
typische Absorption bei einer Wellenlänge von 280 nm. Nach Aufnahme wird im Körper die 
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Phosphatgruppe des Psilocybins abgespalten und es entsteht das psychotrope Psilocin, 
welches eigentlich für die psychedelischen Wirkungen verantwortlich ist.  
 
Abbildung 7: Struktur des Psilocybins verglichen mit Naturstoffen, welche mindestens eine Charakteristik teilen  
Hervorzuheben ist der ungewöhnliche Phosphorsäureester an der hydroxylierten vierten 
Position des Indols. Weitere Sekundärmetaboliten mit ähnlicher Phosphorylierung konnte 
bisher nur aus Bakterien und einem pflanzlichen Vertreter isoliert werden. Bekannte Beispiele 
sind Difficidin (2) aus Bacillus subtilis (Zimmerman, Schwartz et al. 1987), Fostriecin (3), 
Leustroducsins und das Phoslactomycine aus Streptomyces spp. (Palaniappan, Kim et al. 2003) 
und das erst kürzlich entdeckte Tagetitoxin aus Pseudomonas syringae (Aliev, Karu et al. 2016).  
Auch die Hydroxylierung der Position 4 des Indolgerüsts ist bisher sehr selten bei Pilzen 
beobachtet worden, es sind bisher nur die 4-Hydroxylierung von 
4-Hydroxyindol-3-ylessigsäure (4) aus Aspergillus niger (Koshcheenko, Baklashova et al. 1977) 
und Cortinarius brunneus (Teichert 2008) aus dem Reich der Pilze bekannt. Beispiele für 
methoxylierte Indole aus dem Pflanzenreich sind am C6 methoxylierte β-Carboline (5) aus 
Banisteriopsis argentea (Ghosal and Mazumder 1971) und das am C4 methoxylierte 
Mitragynin (6) aus Mitragyna speciosa (Shellard 1974). Diese Verbindungen sind alle aus 
einem Tryptamingrundgerüst aufgebaut und besitzen einen zusätzlichen Sauerstoff am 
Indolring. 
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1.3 Die Produktion von Sekundärmetaboliten in Pilzen 
 
Abbildung 8: Fruchtkörperbildung durch P. cubensis FSU12407 und FSU12410 Stämme, welche in den 
Laboratorien für genaue Analysen enthaltener Indolalkaloide wie dem Psilocybin kultiviert wurden 
Aufgrund ihrer unterschiedlichen Strukturen und Herstellung lassen sich die sekundären 
Metaboliten in verschiedene Klassen einteilen. Einige wichtige Klassen sind die Terpene, 
Polyketide sowie die nach der Herstellungsart kategorisierten ribosomalen oder 
nichtribosomalen Proteine. Alle Naturstoffe werden jedoch aus wenigen Vorstufen aufgebaut, 
welche immer aus dem Primärmetabolismus stammen. Ein für Pilze gängiger Weg sind aus 
Aminosäuren abgeleitete Naturstoffe, welche keine Peptidstruktur aufzeigen, sondern 
monomer bleiben. Ein prominentes Beispiel für Basidiomyceten ist die Ibotensäure, welche in 
verschiedenen Vertretern der Amanita-Gattung, wie z.B. Fliegenpilz oder Pantherpilz, 
gefunden wird (Bowden, Drysdale et al. 1965), sowie Psilocybin in den Fruchtkörpern der 
Psilocybe Pilze (Abbildung 8). 
Zu den ersten beschriebenen Naturstoffen aus den Basidiomyceten gehörten chinoide 
Farbpigmente wie Atromentin (7) und die Polyporsäure. Die Isolation aus den Fruchtkörpern 
gelang bereits 1877 Stahlschmidt und Thörner (Stahlschmidt 1877, Thörner 1878). Es 
produzieren nicht nur exklusiv die Basidiomyceten eine Fülle an Naturstoffen, sondern auch 
Ascomyceten weisen eine große Bandbreite von Sekundärmetaboliten auf. Als Beispiel dient 
hier ein Antibiotikum aus dem Sekundärmetabolismus eines Penicillium Pilzes, welches 1893 
isoliert und kristallisiert wurde: Es handelte sich um Mycophenolsäure (8), welche das 
Wachstum von Milzbranderregern verhindern konnte. 
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Abbildung 9: Naturstoffe aus Pilzen  
Nach der Entdeckung des Penicillins durch Alexander Fleming im Jahre 1928 folgte in den 
1940er Jahren eine intensive Suche in den filamentösen Pilzen. Die Wissenschaftler Stoll, 
Tamm und Stähelin konnten eine Reihe bemerkenswerter Stoffe isolieren, unter anderem 
Cyclosporin A (9) aus Tolypocladium inflatum, Brefeldin (10) aus Phoma brefeldianum und 
Verrucarin aus Myrothecium verrucaria. Weitere wichtige, aus Basidiomyceten ioslierte, 
Naturstoffe sind die 1937 entdeckten Phallotoxine und 1941 die Amatoxine, in der Abbildung 
gezeigt an den Vertretern Phalloidin (11) und Amanin (12). Die Amatoxine stellen die Ursache 
für die tödlichen Pilzvergiftungen mit Fruchtkörpern aus der Gattung Amanita dar (Faulstich 
1979). Einer der ersten antibakteriellen Wirkstoffe aus einem Basidiomyceten war das 1951 
entdeckte Pleuromutilin (13) aus Pleurotus mutilus, welches ein antibakteriell wirkendes 
Diterpen darstellt (Kavanagh, Hervey et al. 1951). Die Pleuromutiline dienten im Nachgang als 
Vorlage für das semisynthetische Antibiotikum Retapamulin. Ein weiteres Beispiel aus dem 
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Jahr 1970 sind die Cyathane aus Cyathus helenae, welche ebenso Diterpene darstellen und 
vielfältige antibiotische, antimikrobielle und krebshemmende Wirkungen aufweisen (Ayer and 
Taube 1972). Omphalotin A, ein Dodecapeptid aus dem Pilz Omphalotus olearius, wurde 1997 
erstmals isoliert und stellte sich als erfolgreiches Toxin gegen Nematoden heraus (Mayer, 
Kilian et al. 1999). Weiterhin konnten Sesquiterpene mit starken krebshemmenden 
Eigenschaften namens Illudine (14) schon früh aus den Basidiomyceten der Gattung 
Omphalotus isoliert und strukturaufgeklärt werden (McMorris and Anchel 1965). In den 
folgenden Jahren konnte die Biosynthese von Illudin M aus radioaktiv markierter 
Mavolonsäure charakterisiert werden (Hanson and Marten 1973). Die Isolation von Psilocybin, 
als sekundäres Stoffwechselprodukt der Pilzgattung Psilocybe, gelang 1958 dem Schweizer 
Chemiker Albert Hofmann (a:(Hofmann, Heim et al. 1958), b: (Hofmann, Frey et al. 1958)). Die 
bewusstseinserweiternde Wirkung dieses Pilzes konnte auf die Substanz Psilocybin 
zurückgeführt werden.  
Eine für diese Forschungsarbeit interessante Entdeckung war die Isolation von β-Carbolinen 
wie Norharman (15) oder der Brunneine A (16) aus dem Basidiomyceten 
Hygropherus eburneus (Teichert, Lübken et al. 2008). Dies war lediglich ein Bruchteil der 
interessanten Moleküle, welche bereits aus Basidiomyceten isoliert werden konnten. 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Basidiomyceten wahrhaftige 
Meisterchemiker sind, welche ein großes Repertoire an einfachen und komplexen 
Stoffwechselprodukten synthetisieren können. Auch nach über 140 Jahren intensiver 
Forschungsarbeit kann in den Metabolomen dieser Pilze noch eine große Fülle an Naturstoffen 
entdeckt werden. 
1.3.1 L-Tryptophan als Substrat für den Sekundärstoffwechsel 
Durch Fütterungsexperimente mit radioaktiven 3H- oder 14C- isotopenmarkierten Substraten 
konnte bereits 1961 gezeigt werden, dass Psilocybin aus der Aminosäure L-Tryptophan 
aufgebaut wird (Brack, Hofmann et al. 1961). Die zugrundeliegenden Stoffwechselwege zur 
Bildung des L-Tryptophans konnten in der Vergangenheit bereits intensiv mithilfe von 
Bakterien erforscht werden, und die Grundlagen der Bildung des Tryptophans durch Bakterien 
werden nachfolgend vorgestellt: Der erste Schritt in der Synthese der aromatischen 
Aminosäure L-Tryptophan beginnt mit Chorismat als Vorläufermolekül. Chorismat wird mittels 
Shikimisäureweg aus einfachen Stoffwechselprodukten der Glykolyse wie 
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Phosphoenolpyruvat und Erythrose-4-phosphat hergestellt. Dafür sind 10 verschiedene 
Enzyme notwendig, welche alle von einem einzigen Operon des Bakteriums codiert werden 
(aroABCDEFGHKL). Im nachfolgenden Schritt zweigt sich die Biosynthese des L-Tryptophans 
von den anderen aromatischen Aminosäuren ab und es beteiligen sich insgesamt vier Enzyme, 
welche durch das trpABCDE-Operon codiert werden. Aufgrund des großen Aufwandes mit 
dem L-Tryptophan hergestellt wird, erfolgt eine effiziente Reprimierung der Gene. Dies erfolgt 
beim trp-Operon über zwei unterschiedliche Mechanismen, dem Trp-Repressor, der bei 
mittleren bis hohen L-Tryptophan-Konzentrationen in der Zelle aktiv ist und die Bildung einer 
RNA-Schleife bei niedrigen L-Tryptophan Konzentrationen. Durch die Bildung einer 
Haarnadelstruktur wird der Transkriptionskomplex in der wachsenden trp-mRNA 
destabilisiert, dieser Vorgang wird als Attenuation bezeichnet (Slonczewski and Foster 2012). 
  
Abbildung 10: Umsatz von Indol und Serin zu Tryptophan mittels Tryptophan Synthase (TS) aufgeteilt in; A: α- 
und B: β-Reaktion  
Der letzte Schritt der Biosynthese zu L-Tryptophan (17) wird durch die Tryptophan-Synthase 
(TS) katalysiert, welche durch das trpB-Gen codiert wird. Die TS ist ein α2β2 bi-funktionales 
und von Pyridoxalphosphat (PLP) abhängiges Enzym, das in Pilzen als Homodimer vorliegt 
(Wolf and Hoffmann 1974). Die TS katalysiert die letzten beiden Halbschritte bei der Synthese 
von Indol (18) und Serin (19) zu L-Tryptophan und kommt in Bakterien, Pflanzen und Pilzen 
vor, fehlt jedoch im Menschen. Es war das erste Enzym, bei welchem zwei verschiedene 
katalytische Zentren entdeckt wurden und welches mittels eines Substratkanals die Produkte 
von einem katalytischen Zentrum in das nächste transportiert (Anderson, Miles et al. 1991).  
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Mittlerweile weiß man, dass die α-Reaktion die reversible Retro-Aldol Spaltung von 
Indolglycerol-3-phosphat (20) zu Indol und Glycerinaldehyd-3-phosphat (21) ist. Es handelt 
sich um eine Säure-Base-Katalyse, durchgeführt an der α-Untereinheit des Enzyms. Die 
Spaltung der Kohlenstoffbindung von Indolglycerol-3-phosphat wird durch die 
Tautomerisierung des Indolringes aktiviert. Anschließend folgt die β-Reaktion, welche von der 
β-Untereinheit unter Anwesenheit von Pyridoxalphosphat katalysiert wird. Die β-Reaktion 
umfasst die Kondensation von Indol und L-Serin zu L-Tryptophan und Wasser mittels einer 
Reihe von Eliminierungen und Additionsreaktionen. Die Aufklärung der Kristallstruktur dieses 
komplexen Enzyms wurde in der Vergangenheit an Bakterien erforscht (Raboni, Bettati et al. 
2009). Die TS ist in der Lage, ein breites Spektrum von Substraten umzusetzen. Es ist sogar 
möglich halogenierte oder anderweitig substituierte Indole zu dem jeweiligen substituierten 
L-Tryptophan umzusetzen (Goss and Newill 2006). Durch diese Eigenschaft erweitert sich das 
Anwendungsspektrum der TS enorm und bietet vielfältige Möglichkeiten in der 
Biotechnologie. Durch die Verwendung einer gentechnisch veränderten TS aus Salmonella 
konnten erstmals biotechnologisch β-Methyl-Tryptophane hergestellt werden, welche als 
wichtige Bausteine für die Herstellung von Peptidmimetika dienen (Francis, Winn et al. 2017). 
Die Eigenschaft der flexiblen Substratakzeptanz für die Herstellung substituierten 
L-Tryptophans wird auch im Zuge dieser Forschungsarbeit eine grundlegende Rolle spielen. 
1.3.2 Postulierte Biosynthese des Psilocybins 
 
Abbildung 11: Bisher aktueller Biosyntheseweg des Psilocybins nach Agurell und Nilsson in vier Schritten 
ausgehend von L-Tryptophan 
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Nach Veröffentlichung des Wirkstoffes Psilocybin von Wasson (Wasson 1957) kam es in den 
darauffolgenden Jahren zu einer intensiven Forschungsarbeit an diesem vielversprechenden 
Molekül. Die erstmalige Isolation von Psilocybin aus Kulturen von P. cubensis gelang 
Catalfomo und Tyler (Catalfomo and Tyler 1964). Durch Agurell und Nilsson wurde 1968 mit 
einer zur damaligen Zeit qualitativ hochwertigen Arbeit die Grundlage der vermuteten 
Biosynthese geschaffen, deren getroffenen Annahmen bis zu unseren Veröffentlichungen der 
aktuelle Stand der Wissenschaft waren. Mittels Fütterung von 14C und 3H markierten 
Tryptaminen im Pilz P. cubensis und dessen Einbau in das Psilocybin konnten erste 
Rückschlüsse auf die vermutete fünf-schrittige Biosynthese gezogen werden (Abbildung 11). 
Die Arbeitsgruppe um Agurell und Nilsson kam zu dem Ergebnis, dass L-Tryptophan zu 
Tryptamin (22) decarboxyliert werden muss, um anschließend direkt zu 
N,N-Dimethyltryptamin (23) methyliert zu werden. Nachfolgend vermuteten die 
Wissenschaftler die Hydroxylierung zu Psilocin (24) und anschließend die Phosphorylierung zu 
Psilocybin unter ATP-Verbrauch. Abschließend legten sie aber auch schon damals die 
Möglichkeit offen, dass noch andere Biosynthesewege möglich sind. In den folgenden Jahren 
wurden weitere Produkte wie Norbaeocystin und Baeocystin in Pilzen der Gattung Psilocybe 
und später auch in Panaeolus und Conocybe gefunden (Leung and Paul 1968, Repke, Leslie et 
al. 1977). Weitere Arbeiten konnten Psilocybin und dessen Zwischenprodukte auch in Pilzen 
der Gattung Inocybe, Pluteus und Gymnopilus nachweisen (Stijve, Klan et al. 1985, Gartz 1987, 
Gartz 1989). Des Weiteren konnte Aeruginascin, das quartäre Salz von Psilocybin, entdeckt 
(Gartz 1989) und später strukturell aufgeklärt werden (Jensen, Gartz et al. 2006). 
Obwohl die Struktur des Psilocybins nunmehr schon seit fast 60 Jahren bekannt ist, ist die 
enzymatische Grundlage zur Biosynthese weiterhin ungeklärt. 
1.4 β-Carbolin-Alkaloide 
Die β-Carboline sind eine große Gruppe von natürlichen oder synthetischen Indolalkaloiden, 
welche eine trizyklische Pyrido-[3,4-b]-Indolring Struktur aufweisen. Die β-Carboline können 
anhand ihrer Sättigung des Ringes in unterschiedliche Klassen aufgeteilt werden. Ungesättigte 
Vertreter werden als aromatische β-Carboline (βCs) sowie gesättigte Vertreter als 
Dihydro-β-Carboline (DHβCs) und Tetrahydro-β-Carboline (THβCs) bezeichnet. β-Carboline 
sind oft mehrfach am Indol- oder Pyridinring substituiert. Die einfachste chemische Synthese 
der β-Carboline ist die sogenannte Pictet-Spengler Kondensation. Dabei können 
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Indolylethylamine oder Tryptophan-Derivate mit Aldehyden oder α-Ketonsäuren reagieren, 
wobei diese Reaktion unter den richtigen Bedingungen auch spontan abläuft (Cao, Peng et al. 
2007).  
 
 
Abbildung 12: Unterschiedliche biogene β-Carboline 
β-Carboline, welche in der Vergangenheit schon früh von Naturstoffchemikern entdeckt 
wurden, konnten in der Vergangenheit aus Pflanzen wie der Steppenraute Peganum harmala 
sowie Banisteriopsis caapi (Perkin and Robinson 1919, Callaway, Brito et al. 2005), den Algen 
Undaria pinnatifida (Tascon, Gagliardi et al. 2017) oder auch in Pilzen der Art Hygrophorus 
eburneus (Teichert, Lübken et al. 2008) nachgewiesen werden. In den letzten 20 Jahren 
wurden eine Vielzahl weiterer β-Carboline aus den unterschiedlichen Pflanzen, sogar aus 
Wirbellosen im Meer (Aiello, Fattorusso et al. 1987) oder am Land (Stachel, Stockwell et al. 
1999) gefunden. Ein Beispiel sind Eudistomine (25), welche krebshemmende (Lake, Blunt et 
al. 1989, Kobayashi, Cheng et al. 1990), antivirale (Rinehart, Kobayashi et al. 1984) sowie 
antimikrobielle Eigenschaften gezeigt haben (Kobayashi, Harbour et al. 1984). Erwähnenswert 
ist auch das Nostocarbolin aus dem Cyanobakterium Nostoc 78-12A, welches sich als 
Cholinesterase Inhibitor herausgestellt hat (Becher, Beuchat et al. 2005), sowie das 
neuroprotektive 9-Methyl-β-carbolin (Polanski, Rommelspacher et al.) 
Die Steppenraute Peganum harmala (Herraiz, González et al. 2010) mit den β-Carbolinen 
Harmin (26), Harmalin (27) und Harmalol (28), sowie vielen weiteren in Spuren enthaltenen 
β-Carbolinen, wird als traditionelle Pflanzendroge in der Region des Mittleren Osten und 
Nordafrika oder China teilweise schon seit hunderten Jahren für die unterschiedlichsten 
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medizinischen Anwendungen eingesetzt (Moloudizargari, Mikaili et al. 2013). Die im 
Amazonasbecken vorkommende Liane Banisteriopsis caapi mit den Alkaloiden Harmin, 
Harmalin und Tetrahydroharmin (29) wird zusammen mit der dimethhyltryptaminhaltigen 
Pflanze Psychotria viridis zu einem Gebräu namens Ayahuasca vermischt (Labate and 
Jungaberle 2011). Das Getränk wirkt stark psychotrop und wird durch die indigenen Völker 
Südamerika seit mindestens 1000 Jahren bis in die aktuelle Zeit in schamanistischen 
Zeremonien eingesetzt (Miller, Albarracin-Jordan et al. 2019). Norharman und Harman (30) 
zeigten sogar eine Interkalierung in die DNA, und könnten daher sogar potenziell 
krebserregend sein (Oda, Nakamura et al. 1988). Weitere Derivate wie das 
6-Methoxytetrahydroharmalan (31) hingegen erwiesen sich schon bei einer geringen Dosis 
von 1,5 mg/kg Körpergwicht als stark psychoaktiv (Naranjo 1967), wohingegen Perlolyrin (32) 
und dessen Derivate antithrombotische Eigenschaften aufzeigten (Tang, Jiang et al. 2001). 
Tatsächlichen fanden sich schon in den Aufzeichnungen von Bernardino de Sahagún aus dem 
16. Jahrhundert Nachweise des Gebrauchs von Kakao zusammen mit Psilocybin Pilzen in einer 
Zeremonie namens Monanacahuia. Heute wissen wir, dass in Kakao einige Stoffe enthalten 
sind, welche effektiv die Arbeit der Monoaminoxidase inhibieren und so die Wirkung von 
Psilocin steigern könnten (Feldman 1998). Auf diversen Internetportalen kursieren auch 
Erfahrungsberichte zum Mischkonsum aus Psilocybin-haltigen Verbindungen zusammen mit 
MAO-Hemmern. Solche Kombinationen werden in Anlehnung an Ayahuasca, Psilohuasca 
genannt. 
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 2. Zielsetzung 
Die Zielsetzung dieser Arbeit liegt auf der tiefgreifenden Untersuchung unterschiedlicher 
Indolalkaloide aus den Pilzen der Gattung Psilocybe: 
 
Identifizierungen der Enzyme der Psilocybin Biosynthese  
Mittels mehrfacher Genomsequenzierungen und anschließender bioinformatischer Suche 
sollen die passenden Gene aufgespürt und die dadurch kodierten Enzyme biochemisch 
charakterisiert werden.  
 
Biokatalytische Produktion von Psilocybin 
Aufgrund des gestiegenen pharmazeutischen und medizinischen Interesses soll eine 
biokatalytische Route für die in vitro-Produktion von Psilocybin und Derivaten entwickelt 
werden.  
 
Untersuchungen zur Methyltransferase TrpM aus Psilocybe cubensis 
Gesucht wurden die Gene für eine weitere SAM-abhängige Methyltransferase. Im Zuge dieser 
Arbeit soll mittels heterolog hergestelltem Enzym die Funktion dieser zweiten MT 
charakterisiert werden. 
 
Analyse des Naturstoffprofils der Extrakte von Psilocybe sp. 
Mittels weiterführenden chemisch-analytischen Untersuchungen des Sekundärstoffprofils soll 
in den Extrakten aus Psilocybe spp. nach der Produktion von weiteren Naturstoffen gesucht 
werden. 
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3. Publikationen 
3.1 Enzymatic synthesis of psilocybin 
Janis Fricke*, Felix Blei*, Dirk Hoffmeister  
Angewandte Chemie Internationale Edition, Band 56, Ausgabe 40, Seiten 12352-12355, 2017 
Angewandte Chemie, Band 129, Ausgabe 40, Seiten 12524-12527, 2017 
Zusammenfassung 
 In der Arbeit wurde durch eine schrittweise Synthese 
der Ablauf der Biosynthese des Psilocybins durch die 
vier Biosynthese-Enzyme gezeigt. Ausgehend von dem 
Substrat L-Tryptophan wird durch die Monoxygenase 
PsiH, der Decarboxylase PsiD, der Kinase PsiK und der 
sehr spezifischen Methyltransferase PsiM die 
Biosynthese von Psilocybin katalysiert. In einem 
kombinierten Enzymansatz konnten ausgehend von 
4-Hydroxytryptophan mittels der drei Biosynthese-Enzyme PsiD, PsiK und PsiM Psilocybin 
hergestellt werden. Interessanterweise erfolgt die Produktion von Psilocybin auf einem 
neuen, bisher nicht postulierten Biosynthese-Weg. Die Charakterisierung der Psilocybin-
Biosynthese stellt die Grundlage für eine spätere biotechnologische Anwendung dar. 
 
Angaben zum Eigenanteil: 40 % 
Herstellung Plasmide für Heterologe Genexpression, Produktion von PsiM in E. coli, 
Aufreinigung und Analyse von in vitro-Assays mittels HPLC, enzymatische Herstellung und 
Aufreinigung des Substrates 4-Hydroxytryptophan, Aufreinigung Endprodukt für NMR 
Spektroskopie, Mitarbeit beim Manuskript  
*= Beide Autoren haben im gleichen Umfang zur Arbeit beigetragen. 
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3.2 Biocatalytic production of psilocybin and derivatives in L-tryptophan-
synthase enhanced reactions 
Felix Blei, Janis Fricke, Florian Baldeweg, Dirk Hoffmeister 
Chemistry - A European Journal, Band 24, Ausgabe 40, Seiten 10028-10031, 2018 
Zusammenfassung 
Die Tryptophansynthase (TS) aus dem Pilz 
P. cubensis wurde heterolog in E. coli produziert und 
biochemisch charakterisiert. Es zeigte sich eine 
erweiterte Substratflexibilität für an Position 4-, 5- 
und 7-hydroxyliertes Indol. Die Flexibilität 
ermöglichte die leichte Herstellung von Substraten, 
um die Psilocybin-Biosynthese-Enzyme auf ihre 
Spezifität zu testen. Unter der Verwendung von 4-
Hydroxyindol konnte eine Produktion von Psilocybin 
in einer einzigen Reaktion gezeigt werden. Wenn 5-hydroxyliertes Substrat verwendet wurde, 
konnte die Produktion von Serotonin gezeigt werden und erlaubte Rückschlüsse auf die 
Substratspezifitäten der Kinase PsiK. Durch die Verwendung des 7-Isomers konnte die 
Produktion von 7-Phosphoryloxytryptamin gezeigt werden, welches ein nicht-natürliches 
Isomer des Norbaeocystins darstellt (Isonorbaeocystin). 
 
Angaben zum Eigenanteil: 45 % 
Herstellung Plasmide und Heterologe Genexpression, Herstellung rekombinanter Proteine 
und die Planung und Durchführung aller Reaktionen, Charakterisierung der TS, Analyse der 
Proben per HPLC, Aufreinigung Isonorbaeocystin für NMR-Analyse, Mitarbeit am Manuskript  
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3.3 Iterative L‐tryptophan methylation in Psilocybe evolved by subdomain 
duplication 
Felix Blei, Janis Fricke, Jonas Wick, Jason C. Slot, Dirk Hoffmeister 
Chembiochem, Band 19, Ausgabe 20, Seiten 2160-2166, 2018 
Zusammenfassung 
Aus dem Pilz P. serbica konnte eine zweite 
L-Tryptophan Methyltransferase (TrpM) charakterisiert 
werden, welche eine Psilocybin-unabhängige 
Biosynthese des N,N-Dimethyltryptophans katalysiert. 
Es zeigte sich eine strikte Substratspeziftät und 
4-Hydroxy- Tryptophan und -Tryptamin wurden nicht 
als Substrate akzeptiert, welches eine Überschneidung 
mit der Psilocybin-Biosynthese ausschließt. Unter 
Verwendung einer Adenin-Desaminase und S-
Adenosylhomocysteine-Nukleosidase konnte durch Aufhebung einer Produkthemmung die 
Entstehung des dreifach methylierten Alkaloides L‐Hyphaphorin gezeigt werden. Weiterhin 
zeigten phylogenetische Untersuchungen von trpM mit anderen MT den Ursprung in einer 
teilweisen Verdopplung von egtDB, einem stark konservierten Gen der Ergothioneine-
Biosynthese. Hinter diesem Mechanismus wird ein neuer genereller Evolutionsmechanismus 
vermutet. Dieser beruht auf einer Genduplikation stark konservierter Biosynthesen, dessen 
Kopien keinerlei Selektionsdruck unterliegen und so leicht evolvieren.  
 
Angaben zum Eigenanteil: 45 % 
Herstellung Plasmide und Heterologe Genexpression, Herstellung rekombinanter Proteine 
und Durchführung aller Reaktionen, Charakterisierung von TrpM, Analyse der Proben per 
HPLC, Mitarbeit am Manuskript  
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3.4 Enzymatic production of 6-methylated baeocystin and psilocybin  
Janis Fricke, Alexander Sherwood, Robert Kargbo, Andrew Orry, Felix Blei, Andreas 
Naschberger, Bernhard Rupp, Dirk Hoffmeister 
Chembiochem, Band 20, Ausgabe 22, Seiten 2824-2829, 2019 
 
 
Zusammenfassung 
Unter Verwendung der Psilocybin 
Biosyntheseenzyme aus P. cubensis konnte mittels 
in vitro-Ansätzen erstmalig 6-Methyl-Baeocystin und 
6-Methyl-Psilocybin hergestellt werden. Das Substrat 
4-Hydroxy-6-Methyl-L-Tryptophan wurde durch die 
TS aus Salmonella enterica hergestellt und wird erst 
durch PsiD decarboxyliert, anschließend durch PsiK 
phosphoryliert und dann durch die 
Methyltransferase PsiM methyliert. Durch die strikte 
Spezifität der Methyltransferase, verglichen mit dem natürlichen Substrat, kommt es zu einer 
Präferenz von Einfach-Methylierungen. Mittels in silico Modell von PsiM kann ein 
konservierter Bereich der SAM-Bindungsstelle nachgewiesen werden, es sind jedoch 
umliegende nicht konservierte Bereiche, welche als Ursache für die strikte Substratspezifität 
vermutet werden.  
 
Angaben zum Eigenanteil: 10 % 
Aufreinigung von 6-Methylbaeocystin mittels präparativer und semipräparativer HPLC für 
anschließende NMR-spektroskopische Untersuchungen 
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3.5 Simultaneous production of psilocybin and β-carboline monoamine 
oxidase inhibitors in m̍agic mushrooms  ̍
Felix Blei*, Sebastian Dörner*, Janis Fricke, Florian Baldeweg, Felix Trottmann, Anna Komor, 
Florian Meyer, Christian Hertweck, Dirk Hoffmeister 
Chemistry - A European Journal, Band 26, Ausgabe 3, Seiten 729-734, 2020 
Zusammenfassung 
Die psychotropen Effekte der sogenannten Magic 
Mushrooms werden durch die Prodrug Psilocybin 
verursacht. Abgesehen von diesem Wirkstoff ist das 
Metabolom von Pilzen der Gattung Psilocybe noch 
weitgehend unerforscht. Die Analyse von vier 
Psilocybe-Arten identifizierte erstmals Harman, Harmin 
und weitere L-Tryptophan abhängige β-Carboline aus 
Pilzen. Die Substanzen wurden per 1D- und 2D-NMR 
bestätigt und mittels Einbau von isotopenmarkierten 
13C11-L-Tryptophan als Biosynthese-Produkte der Pilze identifiziert. Durch MALDI-MS zeigte 
sich, dass die β-Carboline in den Hyphenspitzen akkumulierten. Die Ergebnisse sind insofern 
relevant, da β-Carboline sich als starke Inhibitoren der Monoamine Oxidase herausgestellt 
haben und somit Einfluss auf den Abbau des Psilocybins haben. Die β-Carboline haben eine 
synergistische Wirkung zum Psilocybin und tragen indirekt oder direkt zur pharmakologischen 
Wirkung der Psilocybe Pilze bei.  
 
Angaben zum Eigenanteil: 30 % 
Kultivierung und Extraktion von diversen Psilocybe sp. -Fruchtkörpern und -Mycelien, 
Identifikation der β-Carboline in den Extrakten mittels z.B. Dünnschichtchromatografie, 
Analyse der Proben per HPLC, Aufreinigung von Harman und Harmin mittels präparativer und 
semipräparativer HPLC für NMR-spektroskopische Untersuchungen, Mitarbeit am Manuskript 
*= Beide Autoren haben im gleichen Umfang zur Arbeit beigetragen. 
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3.6 Production options for psilocybin: Making of the magic. 
Janis Fricke, Claudius Lenz, Jonas Wick, Felix Blei, Dirk Hoffmeister 
Chemistry - A European Journal, Band 25, Ausgabe 4, Seiten 897-903, 2019 
Zusammenfassung:  
Psilocybin, ein psychotroper Wirkstoff der von 
einigen Basidiomyceten aus der Ordnung der 
Agaricales gebildet wird, ist erneut in den Fokus 
der Wissenschaft gerückt. Aktuelle Studien legen 
nahe, dass der Wirkstoff Psilocybin, das Prodrug 
zu dem eigentlichen Wirkstoff Psilocin, ein 
breites therapeutisches Anwendungsspektrum 
aufweist. Dieser Übersichtsartikel beschreibt 
ausführlich, auf welchen verschiedenen Wegen 
die Herstellung von Psilocybin für eine zukünftige 
Anwendung erfolgen kann. Inbegriffen ist die enzymatische in vitro-Synthese und die in vivo-
Produktion in einem Heterologen Wirt, die Biotransformation zur Erzeugung von Derivaten 
sowie chemische Synthese-Routen zur Erzeugung von Psilocybin.  
 
Angaben zum Eigenanteil: 10 % 
Mitarbeit am Manuskript  
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4. Diskussion 
Im Rahmen dieser Forschungsarbeit konnten die Biosynthesen mehrerer bisher aus der 
Pilzgattung Psilocybe unbekannte Alkaloide aufgeklärt werden. Da verglichen mit den 
Bakterien oder Ascomyceten nur sehr wenige Biosynthese-Enzyme aus Basidiomyceten 
charakterisiert sind, und die vorhandenen Daten aus bakteriellen Arbeiten stammen, waren 
folgende Biosynthese-Routen noch unentdeckt und die Suche nach diesen gestaltete sich 
ohne Motive für konservierte Bereiche dementsprechend schwierig. Erschwerend kommt 
weiterhin die momentan noch fehlende Möglichkeit hinzu, Basidiomyceten genetisch stabil zu 
transformieren, um unter anderem durch Deletionen von Genen direkt auf ihre Funktion 
schließen zu können. Dies liegt unter anderem an dem komplexen Aufbau ihrer 
Zellwandstruktur und dem dikaryotischen Zustand mit zwei Allelen welche deletiert werden 
müssen, was genetische Manipulationen bisher fast unmöglich macht (Li, Tang et al. 2017).  
Im Labor bedeutet das konkret, dass Forscher auf den Nutzen von Heterologen 
Expressionssystemen wie den genetisch manipulierbaren Modellorganismus E. coli 
angewiesen sind. Durch den Einbau von Genen in diesen Organismus können dessen 
heterolog hergestellte Proteine gereinigt und enzymatisch charakterisiert werden. Nach 
erfolgter Charakterisierung der Psilocybin-Biosynthese-Enzyme können nun zukünftig mit 
diesen Daten weitere nach ähnlichem Prinzip arbeitenden Enzyme annotiert und somit 
weitere Biosynthese-Wege von Indolalkaloiden innerhalb der Pilze aufgeklärt werden.  
Es gelang erstmals die Identifikation weiterer aktiver Wirkstoffe der Psilocybe aus der 
Naturstoffklasse der β-Carboline, welche die Wirkung von Psilocybin auf synergistische Weise 
verstärken könnten. Diese Entdeckung würde weitreichende Folgen für die klinische 
Anwendung des Einzelwirkstoffes haben, welcher in Studien bereits erprobt wird. 
Die Biosynthese des Psilocybins 
Auf der Grundlage der bisher veröffentlichten Daten war von mindestens vier Biosynthese-
Enzymen auszugehen. Weiterhin wurde angenommen, dass die Gene dieser in einer für Pilze 
typischen Anordnung als Gencluster vorliegen, die Gene also innerhalb eines gemeinsamen 
Locus der DNA akkumuliert sind (Rokas, Wisecaver et al. 2018). Ein typisches Beispiel ist das 
Gliotoxin Gencluster aus dem pathogenen Pilz Aspergillus fumigatus, welches 13 Gene enthält 
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(Schrettl, Carberry et al. 2010). Das noch größere Sterigmatocystin Gencluster aus A. nidulans 
enthält sogar erstaunlicherweise 25 Gene (Brown, Yu et al. 1996). 
Der Ursprung von Genclustern sind Genduplikationen oder Relokalisationen sowie eine 
momentan viel diskutierte Hypothese des horizontalen Gentransfers ganzer Cluster (Slot 
2017). Gezeigt wurde diese bereits für prominente Beispiele wie Penicillin und Cephalosporin 
(Gutiérrez, Fierro et al. 1999, Rosewich and Kistler 2000). Nach dieser Hypothese werden vor 
allem Cluster für Sekundärmetaboliten ursprünglich aus bakteriellen Operons mittels 
horizontalen Gentransfer in Pilze transferiert. In der Literatur ist eine große Fülle an 
Veröffentlichungen zu finden, welche die Schlussfolgerung zulassen, dass ein Großteil der 
pilzlichen Gencluster mittels Relokalisation von bereits existierenden Genen entstanden ist. 
Reynolds et al. kommt ebenso zu der Schlussfolgerung eines horizontalen Gentransfers des 
Psilocybin Clusters aus Fibulorhizoctonia sp. aufgrund von phylogenetischen Analysen 
(Reynolds, Vijayakumar et al. 2018). Dies wird unterstützt durch die Tatsache das 
Fibulorhizoctonia sp. Ei-ähnliche Sklerotien produziert welche dann von den Ameisen 
eingesammelt werden. Als evolutionäre Ursache legt die Arbeitsgruppe eine Strategie der 
Psilocybin-Produzenten zur Verteidigung der Holz- und Dungsubstrate gegen Insekten mittels 
der Produktion neurologisch aktiver Wirkstoffe dar. Es gibt allerdings auch Ausnahmen und 
nicht immer muss die strikte Anordnung eines Biosynthese-Clusters vorliegen.  
Es zeigte sich auch, dass ein Großteil der pilzlichen NRPS Gencluster unter Laborbedingungen 
nicht exprimiert wird, was deren Entdeckung deutlich erschwert. Ein Ansatz ist die 
Überexpression und Deletion von globalen Regulatoren des Sekundärmetabolismus wie LaeA, 
durch dessen Manipulation diverse neue Gencluster sowie Metaboliten gefunden wurden 
(Bok and Keller 2004). LaeA wurde bisher allerdings nur in A. fumigatus und weiteren 
Ascomyceten entdeckt jedoch nicht in Basidiomyceten.  
Durch die Einbauversuche mit radioisotopenmarkierten Vorläufern wurde bereits 1968 eine 
enzymatische Biosynthese-Route (beschrieben in der Einleitung und gezeigt in Abbildung 11) 
des Psilocybins vorgeschlagen (Agurell and Nilsson 1968, Agurell and Nilsson 1968). Die 
vorgeschlagene Biosynthese führte in einer schrittweisen enzymatischen Reaktion zur Bildung 
von Psilocybin. Es war also davon auszugehen, dass mit einer einfachen Standardsuche, 
welche vor allem nach klassischen Wegen wie einer Produktion durch PKS oder NRPS sucht, 
die Psilocybin-Biosynthese-Enzyme nicht zu finden sind.  
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Von den chemischen Reaktionen ausgehend, welche benötigt werden, um die Produktion von 
Psilocybin zu katalysieren, wurde in dem Cluster das Gen für eine Decarboxylase vermutet, 
welche die Abspaltung der Carbonsäure unter CO2-Bildung zu einem Tryptamin katalysiert. 
Dies muss zwangsläufig einer der frühen Biosynthese-Schritte sein, da die Decarboxylierung-
Reaktion die Möglichkeit zur Ausbildung einer Schiffschen Base am Amin benötigt, was durch 
Methylgruppen am Amin verhindert wird. Die Methylierung muss also zwangsläufig nach der 
Decarboxylierung ablaufen. Spezifisch wurde nach einer aromatischen-L-Aminosäure 
Decarboxylase (AAAD) gesucht, die in der Vergangenheit bereits von Kalb (Kalb, Gressler et al. 
2016) aus dem Pilz Ceriporiopsis subvermispora charakterisiert wurde. Weitere Arbeiten über 
die Substratspezifität von aromatischen Aminosäuren stammen aus der dem Schlafmohn 
Papaver somniferum und Catharanthus roseus (Torrens-Spence, Lazear et al. 2014).  
Weiterhin wurde eine Methyltransferase angenommen, welche schrittweise das Substrat 
unter Verbrauch des Co-Substrates S-Adenosyl-Methionin (SAM) methyliert. SAM-abhängige 
Methyltransferasen (MT) katalysieren den Transfer von Methylgruppen von SAM an eine 
große Vielfalt von Substraten, als Nebenprodukt entsteht S-Adenosyl-Homocystein (SAH). 
MTs werden schon länger untersucht, vor allem in biomedizinischen Bereichen, wo sie eine 
Rolle im menschlichen Stoffwechsel spielen. DNA-Methyltransferasen helfen zum Beispiel bei 
der Steuerung von zellulären Vorgängen wie der DNA Replikation und der post-replikativen 
Reparatur (Lyko and Brown 2005). Epigenetischen Veränderungen im Methylierungsmuster 
durch DNA-MT sind vermutlich bei der Entstehung von vielen Krebsarten beteiligt (Jones 
2002). In unserem Fall ist für den Übergang der Blut-Hirnschranke des menschlichen Gehirns 
die Methylierung des Psilocins von Vorteil, was in der Vergangenheit schon an methylierten 
Derivaten der Phenylethylamine gezeigt wurde (Mosnaim, Hudzik et al. 2014). Konkret wurde 
für die Anfertigung dieser Doktorarbeit die MT EgtD aus Mycobacterium smegmatis als 
Vorlage verwendet welche den ersten Schritt, die dreifache Metyhlierung von Histidin, in der 
Ergothionein Biosynthese katalysiert. Für diese MT gibt es bereits sehr ausführliche Daten zur 
Struktur und deren Auswirkungen auf die Substrataffinität (Blankenfeldt and Seebeck 2014, 
Vit, Misson et al. 2015).  
Eine weitere enzymatische Reaktion, die rein aus der Struktur des Psilocybins geschlussfolgert 
wurde, ist die Phosphorylierung des Substrates. Zu den dafür verantwortlichen Enzymen 
gehören die Kinasen, über deren Mitarbeit an Naturstoffen aus Pilzen nicht viel bekannt ist 
und deren einzige bekannte Vertreter aus Bakterien stammen. Als Beispiel wären Difficidin 
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(Struktur gezeigt in Abbildung 7) und Oxydifficidin aus Bacillus subtilis (Zimmerman, Schwartz 
et al. 1987) und Phoslactomycin B aus Streptomyces sp. zu nennen (Palaniappan, Kim et al. 
2003). Die Gene aller bisher charakterisierten Kinasen im Sekundärstoffwechsel, welche als 
Suchvorlage im Genom dienen könnten, stammen ausschließlich aus Bakterien, weshalb nur 
eine geringe Ähnlichkeit zu der pilzlichen Kinase angenommen wird. Ausgehend vom 
Psilocybin musste weiterhin eine Oxidation des Substrates stattfinden. Aus Basidiomyceten 
konnten bereits einige Monooxygenasen charakterisiert werden, wie die lytischen-
Polysaccharid-Monooxygenasen aus Phanerochaete chrysosporium (Wu, Beckham et al. 2013) 
oder die Cytochrom-P450-Monooxygenasen, welche am Protoilluden Metabolismus in 
Postia placenta beteiligt sind (Ichinose and Kitaoka 2018). 
Charakterisierung der Psilocybin-Biosynthese 
 
Abbildung 13: Gencluster der Psilocybin-Biosynthese-Enzyme in P. cyanescens FSU12416 (A) und P. cubensis 
FSU1408 (B) 
Nachdem mögliche Kandidaten-Gene annotiert waren, gelang es, einen Locus zu 
identifizieren, in dem alle benötigten Gene in einem Abstand von nur 25 kB zueinander lagen. 
Das vermutete Psilocybin-Cluster ist in Abbildung 13 gezeigt, es enthält die vier bereits 
angesprochenen benötigten Gene psiK, psiH, psiM und psiD in der gleichen Anordnung, sowie 
zwei Transporter (psiT1 und psiT2). Mittels heterolog hergestellten Proteinen dieses 
Biosynthese-Clusters konnte erstmalig auf diesem Weg schrittweise Psilocybin produziert 
werden und der bisher postulierte Biosynthese-Weg korrigiert werden.  
136 
 
Abbildung 14: Die Biosynthese-Route des Psilocybins und weitere beobachtete Reaktionen 
Bei der Charakterisierung der Biosynthese-Enzyme kam es durch strikte Substratspezifitäten 
vor allem der Methyltransferase zu einer bisher unbeschriebenen Route (Abbildung 14). Die 
Decarboxylase PsiD zeigt eine hohe Substratflexibilität für L-Tryptophan und 
4-Hydroxytryptophan (33). Unter den vier Biosynthese-Enzymen war vor allem PsiD 
unerwartet, da es sich als Enzym aus der Familie der Pyridoxalphosphat (PLP) abhängigen 
Phosphatidylserine Decarboxylasen (E.C. 4.1.1.28) herausstellte und somit völlig unverwandt 
zu den pilzlichen aromatischen Aminosäure Decarboxylasen ist. Es gibt noch zwei weitere 
Klassen von Decarboxylasen, welche mit Thiamindiphosphat oder vollkommen ohne jeglichen 
Cofaktor auskommen (Arjunan, Umland et al. 1996). Prinzipiell lässt sich verallgemeinern, dass 
die PLP abhängigen Decarboxylasen fast alle konservierten Bereiche mit dem wesentlich 
kürzeren Co-Faktor unabhängigen Carboxylasen teilen. Ebenso bisher unbeschrieben ist die 
Akzeptanz für L-Tryptophan als Substrat in der Familie der PLP abhängigen Phosphatidylserine 
Decarboxylasen.  
Mithilfe des Geneious Tree Builder wurde ein Phylogenybaum erstellt (Veröffentlichung 1: 
Figure S2, Seite 34), in welchem die Abstammung der Psilocybe Decarboxylase PsiD im 
Vergleich zu anderen pilzlichen, pflanzlichen oder tierischen Decarboxylasen dargestellt ist. 
Deutlich sichtbar ist der gemeinsame Ursprung beider Psilocybe Decarboxylasen, sowie 
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Fibulorhizoctonia mit der meisten Ähnlichkeit. Hingegen grenzen sich die PLP abhängigen 
aromatischen Decabxylasen wie die z.B. von C. subvermispora deutlich von PsiD und den 
Phosphatidylserinabhängigen Decarboxylasen ab. 
PsiH, welches eine p450 Monooxygenase ist, zeigte einen Umsatz von Tryptamin zu 
4-Hydroxytryptamin (34). Rein theoretisch könnte der bisher von Aguerell postitulierte 
Umsatz von Dimethyltryptamin zu Psilocin durch PsiH durchgeführt werden, wird aber schon 
mechanistisch verhindert durch die strikte Substratspezifität von PsiM. Aufgrund dieser 
Ergebnisse müssen die beiden Enzyme PsiD und PsiH die beiden ersten Enzyme in der Abfolge 
der Psilocybin-Biosynthese sein. 
Nur nach erfolgter Decarboxylierung und Hydroxylierung zu 4-Hydroxytryptamin wird das 
Substrat durch die Kinase PsiK zu Norbaeocystin (35) phosphoryliert. PsiK fällt in die Familie 
der 5-methylribose small-molecule Kinasen. Es zeigte sich eine Substratspezifität für bereits 
decarboxylierte Substrate wie 4-Hydroxytryptamin oder Psilocin. PsiK ist somit eine der 
wenigen überhaupt beschriebenen Naturstoff Kinasen neben der für Paeninodine (Zhu, 
Hegemann et al. 2016) und Calyculin (Wakimoto, Egami et al. 2014). Interessanterweise 
kommt es auch zu einer schnellen Re-Phosphorylierung von Psilocin zu Psilocybin, wobei es 
sich um einen Schutzmechanismus des Pilzes handelt, da hier die Stabilität gegen 
atmosphärische Oxidation im Vergleich zu Psilocin deutlich erhöht wird (Lenz, Wick et al. 
2019). Neue Ergebnisse meines Arbeitskollegen Janis Fricke zeigen das die Re-
Phosphorylierung von Psilocin zu Psilocybin mit deutlich größerer Wechselzahl Kcat passiert 
bei gleichbleibenden Km Werten. Dies unterstützt die Theorie der schnellen Re-
Phosphorylierung als Schutz vor ungewollter Oxidation. Allerdings verliert Psilocybin dadurch 
seine pharmakologische Wirksamkeit und wird zur stabilen Prodrug des eigentlichen 
Wirkstoffes Psilocin. 
Die vorhergehende Phosphorylierung zeigte sich essenziell als Voraussetzung für eine 
Akzeptanz als Substrat durch die SAM-abhängige Methyltransferase PsiM, welche nur einen 
Umsatz des phosphorylierten Substrates Norbaeocystin zu Baeocystin (36) und Psilocybin 
zeigte. PsiM ist eine Klasse 10 Methyltransferase, welche rein mechanistisch lediglich 
decarboxylierte Substrate akzeptiert. Dies liegt an der benötigten Ausbildung einer 
Schiffschen Base für die Decarboxylierung an der Aminogruppe der Ethylamin-Seitenkette. 
Sind die Substrate bereits methyliert, kann die Schiffsche Base nicht ausgebildet werden und 
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es kann keine Decarboxylierung solcher Substrate stattfinden. Somit ordnet sich PsiM durch 
die benötigte Phosphoryloxygruppe als das letzte Enzym der Psilocybin-Biosynthese ein. 
Durch genau die Substratspezifität für eine Phosphoryloxygruppe wird außerdem verhindert, 
dass ungewollt das unstabile Psilocin aus einer Methylierung von 4-Hydroxytryptamin 
entstehen kann.  
Durch die Charakterisierung der Psilocybin-Biosynthese müssen die von Agurell and Nilsson 
(Agurell and Nilsson 1968) getroffenen Hypothesen überholt werden. Die Biosynthese konnte 
nunmehr nach fast 60 Jahren seit der Entdeckung des Moleküls final auf genetischer Ebene 
charakterisiert werden. Eine weitere Korrektur ist außerdem im Falle des psychotropen 
Zwischenproduktes Dimethyltryptamin notwendig, welches in sämtlicher Literatur als 
Zwischenprodukt der Biosynthese genannt wird. Dieses kann jedoch nun definitiv als Teil der 
Psilocybin-Biosynthese ausgeschlossen werden und weiterhin wurde das Molekül auch durch 
unsere Analysen nicht in den Extrakten diverser Psilocybe-Arten gefunden.  
Auch Psilocin kann nicht Bestandteil der Psilocybin Biosynthese sein und bei der Re-
phosphorylierung handelt es sich wie angesprochen um eine Schutzfunktion des Pilzes. Dies 
konnte mittlerweile bestätigt werden (Lenz, Wick et al. 2019). Die Ergebnisse zeigen, dass es 
sich bei der so charakteristischen blauen Verfärbung der Psilocybin-enthaltenden Pilze um 
eine enzymatische Reaktion auf eine Verletzung handelt. Dazu muss das Psilocybin erst 
dephosphoryliert werden. Es handelt sich bei der Reaktion von Psilocin zu Psilocybin durch 
PsiK um einen Mechanismus, der ungewollte unspezifische Dephosphorylierungen wieder 
rückgängig macht und so eine ungewollte Oxidation von Psilocin unbedingt vermeidet. Die 
Psilocyl-Radikale haben das Potenzial mit Proteinen in der Zelle zu reagieren und zu vernetzen, 
was zum Zelltod führt. 
In der Literatur gibt es mehrere Beispiele von Sekundärmetaboliten wie dem Hygromycin B, 
ein Antibiotikum aus Streptomyces hygroscopicus, welches durch eine Phosphorylierung 
inaktiviert wird und seine biologische Aktivität verliert (Pardo, Malpartida et al. 1985). 
Weiterhin handelt es sich bei Mengenangaben von Psilocin als Psilocybe-Inhaltsstoff wie in 
(Gartz 1995) oder (Tylš, Páleníček et al. 2014) vermutlich um Aufreinigungsartefakte und nicht 
um Bestandteile der Biosynthese. Für die fast vollständige Vermeidung der Entstehung von 
Psilocin wurde eine wasserfreie Extraktion vorgestellt (Lenz, Wick et al. 2017). Durch das 
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schnelle Einfrieren der Fruchtkörper wird die enzymatische Aktivität der Psilocybin 
dephosphorylierenden Enzyme sofort gestoppt und bei gleichzeitiger Gefriertrocknung kann 
sichergestellt werden, dass dieser Prozess nach Auftauen nicht weiter stattfinden kann. 
Im Gegensatz dazu konnten im Zuge der Forschungsarbeiten neue Moleküle gefunden 
werden. Diese sind das Mono- bzw. Dimethyltryptophan, welche aber aufgrund der strikten 
Substratspezifitäten der Methyltransferase nicht Bestandteile der Psilocybin-Biosynthese sein 
können. Dies führte zu der Schlussfolgerung, bei der Extraktion gefundene Metaboliten stets 
kritisch zu hinterfragen, denn erst durch die Charakterisierung der Enzyme lässt sich eine 
korrekte Biosynthese postulieren. 
Biokatalytische Produktion von Indolalkaloiden aus Psilocybe sp. 
Der Vorteil enzymatischer Biokatalysatoren ist eine möglichst elegante, effiziente und 
ökonomische Reaktion, welche verglichen mit der herkömmlichen chemischen Reaktion mit 
millionenfach erhöhter Reaktionsgeschwindigkeit abläuft (Godfrey and West 1996). 
Mikrobielle Enzyme sind verglichen mit pflanzlichen oder tierischen wesentlich stabiler und 
aktiver (Gurung, Ray et al. 2013) und können in kurzer Zeit durch Mikroorganismen in großen 
Mengen in Bioreaktoren kultiviert werden. Ein weiterer bedeutender Vorteil ist die 
Möglichkeit der Genmanipulation von Mikroorganismen und die damit einhergehende 
gezielte Produktion gewünschter Enzyme. 
Die Veränderung des endogenen Stoffwechselnetzwerkes eines Organismus für eine 
biotechnologische Anwendung wird üblicherweise als „metabolic engineering“ bezeichnet. 
Dabei können unterschiedliche Stufen eingeteilt werden, die sich nach Auswahl der Enzyme 
und deren eventueller Modifikation richten. Das Ziel ist den metabolischen Fluss von Edukten 
einer bestimmen Reaktion zu kanalisieren um die Ausbeuten des gewünschten Proteins zu 
steigern. Eine wichtige Voraussetzung ist ein sequenziertes Genom und die anschließende 
Kartierung vorliegender Gene und deren Funktionen. Weitere gentechnische Methoden 
erlauben eine Manipulation natürlich vorliegender Gene, um deren Funktionsmechanismen 
zu verstehen und zu verändern oder gar in neue Organismen einzubringen. Zum Beispiel 
können mittels Restriktionsenzyme Gene aus der DNA geschnitten werden und durch 
Vektoren in neue Organismen eingebracht werden. Die Transformation von filamentösen 
Pilzen stellt sich jedoch als schwierig, selbst im Vergleich zu S. cerevisiae, heraus. Durch die 
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Nutzung von Protoplasten und erweiterten Methoden wie der Elektroporation konnten 
mittlerweile für einige filamentöse Pilze erfolgreiche Transformationen gezeigt werden (Ruiz‐
Díez 2002). Für Pilze ohne eine ausreichende Protoplastenanzahl oder einer fehlenden 
Regenerativität dieser wurden bereits Agrobakterium-vermittelte Transformationen 
entwickelt (Michielse, Hooykaas et al. 2005). Für jeden Pilz müssen bereits etablierte 
Methoden jedoch neu optimiert werden und für die meisten Pilze kommt nur eine spezifische 
Transformation in Frage (Meyer, Mueller et al. 2003). Es gibt auch bereits erste erfolgreiche 
CRISPR-Cas9 vermittelte Transformationen, welche den Anschein machen, in Zukunft eine 
geeignete universelle Methode zur Transformation filamentöser Pilze werden zu können 
(Zheng, Lin et al. 2017). 
Biotechnologische Produktion von Psilocybin, Serotonin und Isonorbaeoystin 
Für zukünftige biotechnologische Anwendungen wäre ein hochskalierbarer in vitro-
Biosyntheseweg mit kontrollierbaren Bedingungen von großem Vorteil. Das bisher in Studien 
eingesetzte Psilocybin wurde, wie in Publikation 6 vorgestellt, mittels einer mit Nachteilen 
behafteten chemischen Synthese gewonnen. Mit den neu charakterisierten Biosynthese-
Enzymen ist nun eine biotechnologische Lösung möglich, welche jedoch einige 
Beeinträchtigungen besitzt. Eine der bisherigen Schwachpunkte war die Bereitstellung des 
hydroxylierten L-Tryptophans als Substrat für die nachfolgenden Enzyme. Aufgrund der 
vermuteten Lokalisation in der Mitochondrien Membran der Monoxygenase PsiH in 
Psilocybe sp. kann kein lösliches Protein mittels Einbau in E. coli heterolog produziert werden. 
Außerdem besitzen E. coli keine Cytochrom C, sondern nutzen drei unterschiedliche Oxidasen, 
wie Chinol-Oxidasen als Elektronendonor (Theßeling, Rasmussen et al. 2019). 
Im folgenden Abschnitt werden die Erweiterungen der natürlichen Biosynthese des 
Psilocybins unter dem Gesichtspunkt der unterschiedlichen Stufen des „metabolic 
engineerings“ diskutiert. In diesem Fachgebiet werden unterschiedliche Stufen der 
Konstruktion von Stoffwechselwegen je nach angewandten Methoden unterschieden. Die 
grundlegendste Form ist die Optimierung bereits existierender Stoffwechselwege im 
jeweiligen Organismus. Diese Form sieht lediglich eine Deletion oder eine Überexpression von 
Genen vor. 
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Auf der nächsten Stufe werden natürlich existierende Stoffwechselwege in biotechnologisch 
nutzbare Organismen eingebracht. So wurde der Biosynthese-Weg des Psilocybins in den 
Ascomyceten A. nidulans mittels fluoreszenzbasierender Screening Methoden transferiert. 
Dazu wurde ein Vektor-System entwickelt durch das mehrere Gene unter der Kontrolle von 
einem Promotor heterolog exprimiert werden können. Mittels integriertem fluoreszierenden 
Reporter Protein, konnten erfolgreiche Transformierungen durch einfache Fluoreszenz-
Mikroskopie identifiziert werden (Hoefgen, Lin et al. 2018). 
Mit einer ähnlichen Methodik konnte in der Publikation 1 der Wirkstoff Psilocybin durch eine 
Verknüpfung von in vitro/vivo hergestellten Proteinen durch den Ascomyceten A. niger und 
E. coli produziert werden. Dabei wurde die natürlich vorkommende Biosynthese in ihrer 
Abfolge nicht verändert. Aufgrund der natürlichen Membranbindung der Monooxygenase 
sowie der fehlenden kompatiblen P450 Reduktase in E. coli erfolgte die Produktion in A. niger. 
Die in vivo-Herstellung von 4-hydroxylierten Tryptamin durch A. niger stellte sich jedoch 
aufgrund der schlechten Stabilität des Tryptamins als kritischer Punkt heraus. Die benötigte 
schonende Aufreinigung des Produktes stellte sich als zeit- und kostenaufwändig heraus. In 
der Publikation von (Lenz, Wick et al. 2019) wird die Vermutung aufgestellt, dass 
4-Hydroxytryptamin vor allem durch die fehlende Carboxylgruppe noch anfälliger für 
Oxidationen ist, was die schlechten Ausbeuten und Probleme bei der Aufreinigung erklärt. 
Die Integration der Tryptophansynthase (TS) in die Biosynthese des Psilocybins 
 
Abbildung 15: Schematische Darstellung der biokatalytischen Herstellung von Psilocybin und einigen Derivaten 
Wie im letzten Abschnitt bereits erwähnt, stellte die Bereitstellung des hydroxylierten 
Substrates für die Biosynthese des Psilocybins den Engpass der Synthese dar. Mit dem 
Verständnis des bekannten Stoffwechselwegs war der nächste Schritt die Integration der TS 
aus P. cubensis, der ersten TS aus einem Basidiomyceten, welche sich zusätzlich ebenso als 
flexibel für unterschiedlich substituierte Indole herausgestellt hat (Abbildung 15). 
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Abbildung 16: Neue Biosynthese-Wege für die erstmalige biotechnologische Herstellung von; A: 
Isonorbaeocystin, B: Psilocybin und C: Serotonin  
Als Ergebnis konnte erstmals eine beliebig skalierbare, durchgehende in vitro-Synthese von 
Psilocybin innerhalb eines einzigen Reaktionsansatzes gezeigt werden (Publikation 2), was 
somit das erste nicht synthetische oder aus Pilzen extrahierte Psilocybin darstellt. Weiterhin 
konnte durch die Erweiterung des Biosynthese-Weges die erstmalige biotechnologische 
Synthese des natürlich vorkommenden Neurotransmitters Serotonin (44) nachgewiesen 
werden. Mit dem gleichen Satz an Enzymen gelang ebenso die Herstellung von 
Isonorbaeocystin (40), ein synthetisches Derivat der nicht methylierten Psilocybin-Vorstufe. 
Hier zeigte sich ebenso erneut die postulierte strikte Spezifität von PsiM, welche 
Isonorbaeocystin nicht als Substrat akzeptierte. Zukünftig könnte mittels einer zielgerichteten 
Mutation eine spezifische Erweiterung der Akzeptanz von PsiM für weitere Substrate erreicht 
werden um weitere nicht-natürliche Derivate zu erzeugen. 
Die Synthese von Psilocybin, Isonorbaeocystin und Serotonin gelang mittels der Integration 
der TS in den natürlichen Psilocybin-Stoffwechselweg, unter Verwendung von 4-,5- und 
7-Hydroxyindol (41, 42, 37) statt Indol als Substrat. Mittels der TS erfolgte ein Umsatz zu dem 
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jeweiligen 4-,5- und 7-Hydroxytryptophan (43, 38) sowie einer Decarboxylierung zu Serotonin 
oder 4-, 7-Hydroxytryptamin (39) durch PsiD. Im Falle des 7-Hydroxytryptamin konnte sogar 
Isonorbaeocystin erzeugt werden da PsiK eine Substratflexibilität hinsichtlich unterschiedlich 
hydroxylierter Tryptamine zeigte. 
Für die neue in vitro-Biokatalyse wurden die Biosynthese-Enzyme aus Psilocybe zusammen für 
eine gemeinsame Reaktion in ein Assay gegeben. Durch die Flexibilität von PsiD für bereits 
hydroxylierte Substrate konnte somit die PsiH katalysierte Hydroxylierung umgangen werden, 
was die Anzahl der benötigten Schritte und beteiligten Enzyme reduzierte. 
Mit meiner Arbeit konnte erstmals eine Tryptophansynthase aus Basidiomyceten untersucht 
werden, welche sich grundlegend von den bakteriellen Tryptophansynthasen unterscheidet. 
Im Unterschied zu den bakteriellen TS, welche immer als α2β2-Heterotetramere vorliegen, 
finden sich in Pilzen stets Homodimere aus αβ-Fusionsproteinen (Pratt and DeMoss 1988, 
Skrzynia, Binninger et al. 1989). Meine Arbeit konnte den Aufbau pilzlicher TS als Dimere 
erstmals veröffentlicht aus S. cerevisae bestätigen (Wolf and Hoffmann 1974). Alle bisherigen 
Daten zu Substratspezifitäten von Tryptophansynthasen stammen hingegen aus bakteriellen 
Arbeiten, wie Salmonella entericia (Goss and Newill 2006, Smith, Willemse et al. 2014). 
Durch Kristallstrukturen an bakteriellen Tryptophansynthasen ließen sich die wichtigsten 
aktiven Zentren bestimmen (Raboni, Bettati et al. 2009). Auch TrpB, die TS aus Psilocybe, zeigt 
die gleichen aktiven Zentren vergleichend mit A. fumigatus (AFUA-2G13250). Beide 
Sequenzen zeigen ein Lysin an Position 87, welches zuständig für die PLP Bindung ist, sowie 
ein Glutamin an Position 109 als Protonenspender. Ebenso weisen beide Sequenzen ein 
Arginin an Position 141 und die Asparaginsäure an Position 305 auf, welche zuständig für die 
Salzbrückenbildung und somit für den auf/zu Zustand des Enzyms verantwortlich sind. 
Zugleich zeigte sich eine Mutation im Lysin an Position 170, welche wichtig für die 
Kanalbildung der Indol-Ausschleusung ist. Es wird deutlich, dass die beiden Sequenzen sehr 
konservierte Bereiche besitzen, und sich die aktiven Zentren mit denen bakterieller 
Tryptophansynthasen gleichen. Zur Bestätigung wurde dafür eine Punktmutation am aktiven 
Zentrum des Codons des Glutamins an Position 109 eingeführt, dessen Funktion wichtig für 
die Dehydrierung zum Aminoacrylat ist. Die Mutation inaktivierte die Enzymaktivität der TS, 
was den generellen Aufbau der TS mit ihrem aktiven Zentrum an Position 109, wichtig für die 
Dehydrierung zum Aminoacrylat, bestätigte (Dunn, Niks et al. 2008). 
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Verglichen mit der TS aus Salmonella zeigte die TS aus Psilocybe unterschiedliche 
Substratspezifitäten: An Position 4- und 7 hydroxylierten Indole wurden umgesetzt. 
Anderweitig substituierte Indole wurden durch die TS aus Psilocybe als Substrat nur schlecht 
akzeptiert. Die aus Salmonella stammende TS zeigte einen deutlich besseren Umsatz für 
Position 4 hydroxylierten Indole. Dadurch eignete sich die TS aus Psilocybe besonders für die 
Integration in die Biosynthese des Psilocybins. Es konnte erstmalig eine Methode zur 
durchgehenden in vitro-Synthese von Psilocybin in einem Reaktionsansatz ausgehend von 
hydroxylierten Indol veröffentlicht werden und damit auch die Kosten durch die Benutzung 
von günstigeren Ausgangssubtraten gesenkt werden. 
Durch die Flexibilität der TS und der darauffolgenden Enzyme konnte ebenso der 
Neurotransmitter Serotonin und weitere Derivate hergestellt werden. Die bisher noch 
unbeachtete Erzeugung von substituierten Tryptophanen vor allem durch die β-Untereinheit 
zeigte sich als nützlich zur Erzeugung halogenierter Derivate des L-Tryptophans. Dabei werden 
die entsprechenden substituierten Indole gefüttert, oder β-methyliertes Tryptophan durch die 
Verwendung von L-Threonin anstelle von L-Serin (Goss, Pubill-Ulldemolins et al. 2019) mittels 
einer Kombination unterschiedlicher biotechnologischer Methoden erreicht und ermöglicht 
ebenso die flexible Herstellung von substituiertem L-Tryptophan. 
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Methode Vorteile Nachteile 
In vivo-
Biokatalyse 
Psilocybin 
 
- Zugabe von kostenintensiven Co-
Substraten wie ATP entfällt 
- Regioselektivität  
 
 
- Komplizierte und 
große gentechnische 
Anlagen notwendig 
-Aufwändigere 
mehrstufige 
Aufreinigung des 
Metaboliten 
In vitro- 
Biokatalyse 
Psilocybin 
- Gute Skalierbarkeit  
- Flexible Derivate mit einem Satz an 
Enzymen 
- Regioselektivität  
- Besser Isolation der Metaboliten aus 
wässrigem Extrakt 
- Zugabe von Co-
Substraten notwendig 
- Haltbarkeit der 
Enzyme 
 
Chemische 
Synthese 
z.B. nach 
Hofmann 
 
- Höhere Anzahl von Derivaten möglich 
- Einfache Maßstabsvergrößerung 
möglich 
- Verwendung von 
toxischen 
Schwermetallen  
-keine Regioselektivität 
Tabelle 1: Vergleich der unterschiedlichen Methoden der Psilocybin-Herstellung hinsichtlich Vor- und Nachteile  
Die vorgestellte neue in vitro-Biosynthese erlaubt eine schnellere Reaktionskinetik und eine 
beliebige Skalierbarkeit der Reaktion. Durch die flexible Produktion von Derivaten ist diese 
Biokatalyse in der Lage völlig neue nicht-natürliche Stoffwechselprodukte wie 
Isonorbaeocystin zu erzeugen. Die großen Vorteile der in vivo-Biokatalyse liegen in der 
Regioselektivität, welche vor allem bei der spezifischen Hydroxylierung an der Position 4 des 
Indolrings notwendig ist. Speziell dieser Schritt ist schwer mittels der chemischen Synthese 
nachzuvollziehen. Dies gilt ebenso für die anschließende nicht triviale Phosphorylierung mit 
Ausbeuten unter 20 % für diesen Schritt unter Verwendung der Methode von (Hofmann, Frey 
et al. 1958). Gerade an diesem Punkt kann die Biokatalyse erneut ihre Vorteile ausspielen, und 
PsiK kann Psilocin mit deutlich höheren Ausbeuten zu Psilocybin phosphorylieren. 
Durch eine nochmalige Erweiterung der Biosynthese mittels der Enzyme Adenin-Desaminase 
und S-Adenosylhomocystein-Nukleosidase gelang es, die auftretende Produkt- Inhibition bei 
der Methylierung des Substrates aufzuheben. Durch die Wiederherstellung der 
Enzymkinetiken konnte eine effektivere Co-Faktor Nutzung des eingesetzten SAM erreicht 
werden. Dadurch konnte ebenso in Spuren eine dreifache Methylierung, also 
Quartärnisierung des Psilocybins zum Molekül Aeruginascin beobachtet werden. Gestützt 
durch dieses Ergebnis vermuten wir dieses Auftreten in Inocybe aeruginescens, durch eine 
erhöhte Substratspezifität der Methyltransferase oder einem verbesserten Abtransport des 
inhibierenden SAH. Eine weitere Möglichkeit ist eine höhere Affinität der Methyltransferase 
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zum mehrfach methylierten Substrat, da TrpM das Substrat zwischen den Methylierungs-
Schritten nicht aus dem Enzymkomplex entlässt. Durch die Erweiterung der Assays um die 
Enzyme Desaminase und Nucleosidase konnte eine Effektivierung des letzten Schrittes der 
Psilocybin-Biosynthese erreicht werden. Der so geschaffene Biosyntheseweg konnte unter 
Verwendung der TS durch das Beseitigen des akkumulierten verbrauchten Co-Faktors SAH 
nochmals deutlich verbessert werden. (Blei, Fricke et al. 2018) Die Verbesserung des 
Umsatzes, durch die gezielte Kombination mit der Desaminase und Nucleosidase, konnte in 
der Vergangenheit bereits bei der Methylierungsreaktion von Histidin durch EgtD gezeigt 
werden (Vit, Misson et al. 2015). 
 
Abbildung 17: Die Strukturformeln des Morphins aus Papaver somniferum und Paclitaxel aus Taxus brevifolia 
Im Kontext zu den neu entwickelten Biokatalysen des Psilocybins steht die Produktion von 
anderen Naturstoffen wie des Morphins (46), welches bereits über eine Totalsynthese 
produziert werden kann (Uchida, Yokoshima et al. 2006), aber das bisher für klinische 
Anwendungen immer noch aus den Kapseln von Papaver somniferum gewonnen wird 
(Matyášová, Novak et al. 2011). Der große Nachteil dabei ist der erforderliche kostenintensive 
Anbau des Schlafmohns im Vergleich zu anderen Stoffen, welche im Labor komplett chemisch 
synthetisiert werden können. Ein weiteres Beispiel aus diesem Gebiet ist die Partialsynthese 
von Paclitaxel (45), einem Wirkstoff aus Taxus brevifolia, welcher erfolgreich in der 
Krebstherapie eingesetzt wird. Aufgrund des langsamen Wachstums von Eiben musste jedoch 
auf eine Partialsynthese des Wirkstoffes umgestellt werden (Li, Zhang et al. 2014) und der 
Vorläufer Taxadien durch den Mikroorganismus E. coli produziert werden. In der 
Vergangenheit wurde ebenso versucht, eine biotechnologische Produktion von Artemisinin zu 
etablieren, denn die Versorgung mit diesem Malariamedikament aus der Pflanze 
Artemisia annua unterlag großen Schwankungen. Schrittweise gelang es die Produktion des 
Vorläufers Artemisininsäure sowie Amorphadiene in der Hefe S. cerevisiae und somit eine 
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semi-synthetischen Herstellung zu etablieren (Westfall, Pitera et al. 2012). Die Methode 
konnte durch weitere Verbesserungen bis zu einer Produktion von 25 g Artemisininsäure pro 
Liter gesteigert werden und eine einfache chemische Reaktion zu Artemisinin entwickelt 
werden (Paddon, Westfall et al. 2013). Im Gegensatz dazu konnte kürzlich die komplette 
Biosynthese von verschiedenen natürlich vorkommenden Cannabinoiden aus dem einfachen 
Zucker Galactose in der Hefe S. cerevisiae gezeigt werden. Durch eine Fütterung der Hefe mit 
verschiedenen Fettsäuren konnten ebenso erstmals nicht-natürliche Derivate hergestellt 
werden (Luo, Reiter et al. 2019). 
Biotechnologische Herstellung von 6-Methyl-Psilocybin und Baeocystin 
Im Rahmen der Zielsetzung meiner Arbeit konnte mittels der bereits angesprochenen TS aus 
S. enterica ein an Position 6 methyliertes Baeocystin und Psilocybin hergestellt werden. 
Explizit wurde diese TS gewählt, weil sie in vorhergehenden Veröffentlichungen (Goss and 
Newill 2006) eine breite Akzeptanz für C6-substituierte Indole gezeigt hat. Die Integration in 
die Psilocybin-Biokatalyse zeigte sich als erfolgreich. Beide vorgestellten Biosynthese-Routen 
nutzen ebenso die Erweiterung durch die SAH-Nucleosidase und Adenin-Desaminase, welche 
SAH als zweites Reaktionsprodukt entfernen, um eine Produkthemmung durch dessen 
Ansammlung zu verhindern. 
Weitere nicht-natürliche Derivate des Psilocybins könnten in der Zukunft wichtige 
Therapeutika darstellen und eine Erweiterung der Biosynthese-Route des Psilocybins stellt 
eine Grundlage für deren Herstellung dar. Da Psilocin wie in der Einleitung mit mehreren 
Rezeptoren interagiert, bieten Derivate des Psilocins die Möglichkeit von veränderten oder 
verschobenen Affinitäten hin zu anderen Rezeptoren, sowie eine veränderte 
Pharmakokinetik. Ein gutes Beispiel sind Pyridopyrimidinon Derivate, welche zur Behandlung 
von Schizophrenie gezielt an eine gleichzeitige Affinität für Dopamin-D2 und 
5-HT2A-Rezeptoren entwickelt wurden (Zhang, Li et al. 2019). Die Studien legen durch 
Strukturveränderungen umgewandelte Wasserstoffbrückenbindungen sowie elektrostatische 
und hydrophobe Interkationen mit den Rezeptoren, welche für eine stabile Bindung benötigt 
werden, als Grundlage dar. Es konnten die Codons für Asp114, Trp100, Phe389 des Dopamin 
D2 Rezeptors sowie Asp134, Phe328, Trp324 des Serotonin-5-HT2A Rezeptors als wichtige 
Bindestellen ermittelt werden. Mit diesen Daten können gezielt auch Analoge des Psilocybins 
in Simulationen getestet und mittels geeigneter Enzymsätze biotechnologisch hergestellt 
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werden. In der Zukunft könnten so Analoge des Psilocybins für den medizinischen Einsatz 
entwickelt werden, um mit veränderten Rezeptor-Affinitäten gezielt gewünschte Wirkungen 
zu erhalten. 
Die für medizinische Anwendungen aktuell eingesetzten Naturstoffe sind nicht einheitlicher 
Herkunft: Ein Beispiel ist Erythromycin, welches immer noch z.B. aus der Kultur von 
Saccharopolyspora erythraea gewonnen wird. Für die biotechnologischen Anwendungen 
wurden durch genetische Änderungen am Organismus die Produktion von Erythromycin 
optimiert (Wu, Zhang et al. 2011). Ähnlich verlässt sich die pharmazeutische Industrie auch im 
Fall von Penicillin G ebenso noch auf eine Produktion durch Mikroorganismen wie 
Penicillium chrysogenum oder setzt auf Partial-Synthesen (Mahajan and Balachandran 2012). 
Eine Erweiterung der Substrat-Spezifitäten, vor allem der Methyltransferase, würde die Tür 
zur biotechnologischen Produktion von einer großen Bandbreite an Derivaten des Psilocybins 
öffnen, für welche momentan noch keine chemischen Synthesen verfügbar sind oder deutlich 
effektiver sind. Für die Erweiterung der Substrat-Spezifitäten würde sich Röntgen-
Kristallstrukturanalysen der Biosyntheseenzyme anbieten, mit deren Daten und 
zielgerichteten Mutationen die Spezifitäten vergrößert oder verschoben werden können 
(Steffen‐Munsberg, Vickers et al. 2013). Weiterhin können mit einem einzigen Satz an 
Enzymen mehrere Derivate hergestellt werden. Pharmazeutisch gesehen sind 
wirkverstärkende oder-verlängernde Halogenierungen des Psilocybins interessant (Lu, Shi et 
al. 2009, Xu, Yang et al. 2014). Dies wurde bereits durch die stark gesteigerte Affinität der 
Pyridine enthaltenden Antagonisten zu dem nikotinischen Acetylcholin-Rezeptor α4β2 gezeigt 
(Rohde, Ahring et al. 2012). Ebenso zeigte eine Halogenierung von Phenothiazine und 
Benzopyranol-Analogen eine gesteigerte Membranbindung und Durchdringung der 
halogenierten Wirkstoffe (Gerebtzoff, Li‐Blatter et al. 2004). Eine Steigerung ist diesbezüglich 
nur noch durch die Konstruktion völlig neuer Enzyme oder durch den Einsatz weiterer 
modifizierter Enzyme im Biosyntheseweg möglich, mit dem Ziel, die Grenzen der Natur zu 
übersteigen und die höchstentwickelten synthetischen Stoffwechselwege zu erschaffen (Erb, 
Jones et al. 2017). 
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Untersuchungen zur L-Tryptophan-Methyltransferase  
 
Abbildung 18: Schrittweise Methylierung von Tryptophan mittels TrpM 
Bereits während der Arbeiten zur Psilocybin-Biosynthese konnte in den Extrakten einfach oder 
doppelt methyliertes L-Tryptophan (47, 48) identifiziert werden. Durch die bereits erwähnten 
Substratspezifitäten konnte PsiM nicht dafür verantwortlich sein und die bereits publizierte 
MT EgtD (Vit, Misson et al. 2015) legte ebenso eine ähnliche und PsiM unabhängige 
Methylierung von L-Tryptophan nahe. EgtD ist Teil der Ergothioneine-Biosynthese 
verschiedener Pilze und spielt eine Rolle in Zellulären Redox-Prozessen (Vit, Misson et al. 
2015). Mittels erneuter Suche konnte in den Genomdaten das Gen trpM gefunden werden, 
welches eine zweite SAM-abhängige Methyltransferase im Genom von Psilocybe codiert. Eine 
anschließende Charakterisierung der Substrat-Spezifitäten ergab, das TrpM lediglich einen 
Umsatz von L-Tryptophan nicht jedoch von Tryptamin zeigte. Eine Methylierung von 
Tryptamin und eine anschließende Hydroxylierung durch PsiH könnte ebenso die Entstehung 
des unstabilen Psilocin begünstigen. Durch die Substratspezifität von TrpM kann eine 
Überkreuzung beider Biosynthesen ausgeschlossen werden und ebenso eine ungewollte 
Entstehung von Psilocin aus der Methylierung von 4-Hydroxytryptamin. Weiterhin wird durch 
eine Methylierung des Subtrates L-Tryptophan eine anschließende Decarboxylierung aufgrund 
der fehlenden Möglichkeit zur Ausbildung einer Schiffschen Base am Amin ausgeschlossen.  
Durch eine erweiterte Biosynthese mittels der Enzyme Adenin Desaminase und S-
Adenosylhomocystein Nukleosidase gelang es erstmalig eine biokatalytische Route für die 
Produktion des Indolalkaloides L-Hypaphorin (50) zu entwickeln. Dies hat vor allem eine 
ökologische Relevanz, da L-Hypaphorin als funktionelles Analogon des durch Bäume 
sekretierten Phytohormons Indol-3-ylessigsäure agiert, was eine wichtige Rolle bei 
Interaktionen von Mykorrhizapilzen mit Bäumen spielt (Ozawa, Honda et al. 2008). Auch wenn 
die Pilze aus der Gattung der Psilocybe Saprobionten sind, scheint auch ohne diese Interaktion 
genügend evolutionärer Druck zur Bildung von L-Hypaphorin in der Natur zu herrschen, oder 
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vielleicht ein anderer Grund zur Produktion vorliegen. Bekannt wurde L-Hypaphorin durch die 
Produktion durch Pflanzen der Familie der Leguminosae und zeigte in Versuchen eine 
schlafinduzierende und verlängernde Wirkung (Ozawa, Honda et al. 2008). 
 
Abbildung 19: ein gemeinsamer Vorläufer für die Produktion unterschiedlicher Indolalkaloide aus Pilzen 
Jedoch stammen die Substrate der Methyltransferasen PsiM und TrpM aus den gleichen 
Vorläufern und beide könnten um den gleichen Pool konkurrieren, je nach Regulation der 
Biosynthesen oder einer räumlichen Trennung der Synthesen. Im Fall der Psilocybe Pilze 
benötigt PsiM immer eine vorausgehende Phosphorylierung des Substrates, währenddessen 
nur ein Umsatz von L-Tryptophan durch TrpM beobachtet wurde. Sobald die Carboxylgruppe 
des L-Tryptophans entfernt oder eine Hydroxylgruppe hinzugefügt wurde, zeigte sich kein 
Enzymumsatz durch TrpM. 
Ein prominentes vergleichbares Beispiel aus dem Reich der Pilze sind die Ergolin-Alkaloide, 
wie die D-Lysergsäure (49) dem LSD Vorläufer aus der Familie der Clavicipitaceae, deren 
zahlreiche Derivate wie die gefunden Alkaloide aus Psilocybe von dem gemeinsamen Substrat 
L-Tryptophan ausgehen (Abbildung 19). Die Biosynthese-Wege der Ergolin-Alkaloide variieren 
dabei von simplen Transformationen vom prenylierten L-Tryptophan zu trizyklischen und 
tetrazyklischen Clavinen bis zum Einbau von D-Lysergsäure in komplizierten Anordnungen zu 
Oligomeren, wie Ergonovin oder den Ergopeptinen (Florea, Panaccione et al. 2017). 
Weitere aus L-Tryptophan aufgebaute pilzliche Naturstoffe sind die β-Carboline, zu denen das 
in der Abbildung 19 gezeigte Harmin gehört. Der nächste Abschnitt beschäftigt sich mit der 
Entdeckung dieser Naturstoffklasse in den Pilzen der Gattung Psilocybe. 
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Analyse von β-Carbolinen in den Extrakten von Psilocybe sp. 
Abbildung 20: Oben; Extraktion von P. cubensis, P. cyanescens, P. semilanceata und P. mexicana Arten, Unten: 
Fluoreszenz der der aufgereinigten Säure/Basen Extrakte der unterschiedlichen Fruchtkörper der Psilocybe Arten 
unter Licht mit einer Wellenlänge von 365nm (Schwarzlicht) 
Detaillierte Untersuchungen von weiteren Indolalkaloiden in den Extrakten aus Psilocybe sp. 
führten auf die Spur der β-Carboline. Durch eine Fütterung von P. mexicana Myzel mit 
13C11-L-Tryptophan konnte der Einbau dieses schwereren isotopenmarkierten L-Tryptophans 
in Harman und Harmin nachgewiesen werden. Durch den Einbau konnten außerdem weitere 
Derivate wie Norharman, Harmol, Perlolyrin und Cordysinin C/D (Strukturformeln sichtbar in 
Abbildung 21) ermittelt werden. Durch diese wichtige Bestätigung konnten die gefundenen β-
Carboline als direkte Biosynthese-Produkte der Pilze identifiziert werden und eine mögliche 
Artefaktbildung bei simplen β-Carbolinen ausgeschlossen werden (Allen and Holmstedt 1980). 
Weiterhin bestätigt dies die Annahme, dass die Biosynthesen der gefundenen β-Carboline 
ebenso wie auch Psilocybin von L-Tryptophan ausgehen. In der Vergangenheit gelang bereits 
eine Identifikation diverser β-Carboline aus dem Basidiomyceten Hygrophorus eburneus 
sowie hyacinthinus (Teichert, Lübken et al. 2008). Weitere β-Carboline wie das Infractopicrin 
konnten in den Pilzen Cortinarius infractus entdeckt werden (Brondz and Høiland 2009), sowie 
6-Hydroxymetatacarboline D aus Mycena metata (Jaeger, Lamshöft et al. 2013).  
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Ökologische Bedeutung der gefundenen MAO-Inhibitoren aus Psilocybe sp. 
Interessanterweise kam es bei den untersuchten Psilocybe-Arten zu unterschiedlichen 
Profilen gefundener β-Carboline Derivate und wild gewachsene Pilze wiesen deutliche 
Unterschiede auf. Die Fruchtkörper der wilden gesammelten Pilze P. cyanescens sowie 
P. semilanceata zeigten eine größere Anzahl an verschiedenen β-Carbolin-Derivaten. Da die 
beiden Pilzarten im Labor keine Fruchtkörper ausbilden und diese nur wild gefunden werden, 
konnte leider nicht geklärt werden, ob das Substrat oder andere Umwelteinflüsse eine Rolle 
spielen könnten. Dies ist insofern eine sehr interessante Entdeckung, als dass viele β-Carboline 
eine biologische Aktivität aufweisen, welche auf einer selektiven Interaktion mit spezifischen 
Enzymen beruht. Die Monoaminooxidase A (MAOA) katalysiert die oxidative Desaminierung 
vor allem von Serotonin, Dopamin, Noradrenalin und vielen weiteren Botenstoffen außerhalb 
des Gehirns, wohingegen die Monoaminooxidase B (MAOB) primär im Gehirn vorkommt und 
für den Dopamin-Abbau zuständig ist (Gaweska and Fitzpatrick 2011). 
Die MAOA ist ebenso für den Abbau von Psilocybin zu 4-Hydroxyindol-3yl-Acetaldehyd 
zuständig und eine Hemmung dieses Enzyms würde zu einer verstärkten und verlängerten 
Wirkung durch das nicht abgebaute Psilocybin führen. In der Vergangenheit zeigte Harmin 
eine Ki für die Hemmung von MAOA von 5 nM (Kim, Sablin et al. 1997). Eine Studie an 
Lebensmitteln zeigte Konzentrationen von 100-600 ng/g Harman in den Extrakten von 
Rosinen, welche eine inhibitorische Wirkung der MAOA aufzeigen konnten (Herraiz 2007). In 
den Mycelien von P. mexicana konnten Konzentrationen bis zu 21 µg/g Biomasse gemessen 
werden. Verglichen damit konnten in den Fruchtkörpern jedoch nur bedeutend geringere 
Mengen von knapp einem Prozent bis zu 7,1 % in den Sklerotien bezogen auf die Myzelproben 
bestätigt werden. Jedoch könnten schon die geringe Menge der β-Carboline, welche in den 
Fruchtkörpern und Mycelien gemessen wurden, für einen schnelleren Wirkeintritt bis zu einer 
deutlich gesteigerten Intensität oder Dauer der psychotropen Wirkung sorgen (Van 
Amsterdam, Opperhuizen et al. 2011).  
In Holland werden Trüffel diverser Psilocybe Arten in sogenannten Smartshops mit 
unterschiedlichen Kategorien beworben, welche sich stark in der Wirkung hinsichtlich 
Wahrnehmung, Kreativität sowie Denkfähigkeit unterscheiden. Die in Psilocybe gefundenen 
β-Carboline könnten also definitiv einen Einfluss auf die Wirkung des Psilocins haben. Anhand 
dieser Tatsache kann a priori angenommen werden, dass reines Psilocin ohne die 
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synergistische Wirkung der β-Carboline deutlich kürzer wirken würde, wohingegen die 
Wirkung von Psilocin mit gezielter Gabe von β-Carbolinen verlängert werden könnte. 
Außerdem stellen unsere Messungen lediglich eine kurze Momentaufnahme im Leben der 
Pilze dar, und vielleicht fehlt noch der richtige Trigger oder Substrat um die Produktion der 
β-Carboline zu steigern. 
Das Grundprinzip der synergistischen Wirkung der Harman-Alkaloide zusammen mit den 
Indol-Alkaloiden, wird von den indigenen Völkern Südamerikas schon seit vielen tausend 
Jahren genutzt. Die kulturelle Zubereitung Namens Ayahuasca erfolgt mittels einer Mischung 
aus Dimethyltryptaminhaltigen Pflanzen (traditionell Psychotria viridis) welche zusammen mit 
der Harman-Alkaloiden enthaltenen Liane Banisteriopsis caapi gekocht werden. In Studien 
konnte auch eine antidepressive Wirkung durch z.B. Harmin nachgewiesen werden 
(Fortunato, Réus et al. 2009). Die Hinweise zum Konsum von Psilocybe-Pilzen zusammen mit 
diesen Alkaloiden sind rar. Unter anderem lassen sich zu dem Namen „Psilohuasca“ in einem 
Buch mit schamanistischen Anleitungen Nachweise zum Konsum von Fruchtkörpern der 
Psilocybe sp. zusammen mit Peganum harmala oder anderen β-Carboline-haltigen Pflanzen 
finden. Laut Buch sollen schon bereits 1 g getrocknetes Samenmaterial von P. harmala die 
Wirkung des Psilocins potenzieren und wird als vollwertiges Ayahuasca-Analog beschrieben 
(DeKorne 1995). In der Literatur wird der Gehalt der Samen mit 1,84 % Harmin und 0,16 % 
Harman beschrieben, sowie mit 0,25 % Harmalin und 3,9 % Harmalol. Dies entspräche 18 mg 
Harmin sowie 1,6 mg Harman in einem Gramm trockenen Samenmaterial (Hemmateenejad, 
Abbaspour et al. 2006). Vor allem Harman und Harmin sind starke reversible Inhibitoren der 
MAOA aus Säugetiergehirnen und Leber mit einer Ki von 8,9 nm bzw. 9,9 nm (Miralles, Esteban 
et al. 2005). Durch die synergistische Wirkweise könnten die β-Carboline in Psilocybe trotz der 
geringen Konzentrationen zu einem relevanten Effekt beitragen. Inwiefern genau die 
gefundenen β-Carboline zu den bereits bekannten Wirkungen der psychedelischen Pilze 
beisteuern, müssen aber weitere Forschungen zeigen. 
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Biosynthese der β-Carboline 
Durch Fütterung von in Flüssigkultur gewachsenen Myzels von Psilocybe sp. mit markierten 
L-Tryptophan konnte die Produktion von weiteren Derivaten wie Perlolyrin und Cordysinin C/D 
bestätigt werden und eine Artefaktbildung bei der Extraktion ausgeschlossen werden. 
 
Abbildung 21: In Psilocybe sp. gefundene β-Carboline  
Perlolyrin ist als Alkaloid aus der Pflanzen Codonopsis pilosula geläufig (Liu, Liang et al. 1988). 
Cordysinin C/D hingegen ist aus den „Heilpilzen“ Ophiocordyceps sinensis bekannt und zeigte 
in Studien ebenso entzündungshemmende Eigenschaften (Yang, Kuo et al. 2011). Dadurch 
bestätigt sich die Annahme, dass die β-Carboline ebenso wie das Lysergsäureamid aus der 
Aminosäure L-Tryptophan aufgebaut werden (siehe Abbildung 21). LSA wird durch 
endophytische Pilze welche zusammen mit Ipomea-Arten leben produziert (Kucht, Groß et al. 
2004). In allen untersuchten Psilocybe-Arten, sowie in den mono- und dikaroytischen 
Mycelien, Sklerotien und Fruchtkörpern konnten verschiedene β-Carboline nachgewiesen 
werden. Harman-Alkaloide wurden auch in den Guttationstropfen von P. cubensis 
Mycelkulturen gefunden. Im Gegensatz dazu konnte keine in das Medium abgegebenen 
Alkaloide bei Flüssigkulturen nachgewiesen werden. Bemerkenswert ist die Tatsache, dass 
sowohl Psilocybin als auch β-Carboline beide aus L-Tryptophan aufgebaut sind, und diese 
Naturstoffe mittels unterschiedlicher Pfade produzieren, welche jedoch mit ihren 
synergistischen Wirkungen zur gleichen Pharmakologie beitragen. 
Auch im Fall der β-Carboline wurde versucht, die Biosynthese dieser zu charakterisieren. Wir 
vermuteten verschiedene enzymatisch katalysierte Pictet-Spengler-Reaktionen hinter der 
gefundenen β-Carbolin Vielfalt. Aus Bakterien ist bereits die Pictet-Spenglerase (PS) NscbB aus 
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Nocardiopsis synnemataformans (Chen, Zhang et al. 2018) sowie McbB aus 
Marinactinospora thermotolerans charakterisiert (Mori, Hoshino et al. 2015). Aus 
Chaetomium globosum ist die bisher einzige pilzliche PS veröffentlicht, für die allerdings noch 
wichtige Daten zur Charakterisierung auf genetischer Ebene fehlen (Yan, Ge et al. 2014). 
Gemeinsam haben alle genannten PS, dass Indolalkaloide mit Aldehyden reagieren und 
mittels PS der Ringschluss am Amin vollzogen wird. 
 
Abbildung 22: Mögliche Biosynthese gefundener β-Carboline mittels pilzlicher Pictet-Spenglerase (FPS)  
Im unserem Fall könnte, wie in Abbildung 22 ersichtlich, schon mit vier Aldehyden wie 
Acetaldehyde oder Glyoxylsäure und L-Tryptophan die β-Carboline Harman und Harmin und 
Norharman, aus L/D-Lactaldehyd das jeweilige Produkt Cordysinin C/D hergestellt werden. In 
einer bioinformatischen Suche im Genom von Psilocybe nach den vermuteten Genen hinter 
diesen Reaktionen konnte mit den vorgestellten PS als Modellvorlagen leider kein 
Biosynthesecluster der β-Carboline gefunden werden. Dies liegt vor allem an fehlenden 
charakterisierten pilzlichen PS, welche offensichtlich einige Unterschiede zu den bakteriellen 
PS aufweisen müssen, da selbst deren stark konservierten Bereiche nicht auffindbar war. 
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Vielleicht liegt auch eine neue Klasse pilzlicher Enzyme vor. Eine weitere Möglichkeit ist 
ebenso, dass Pilze einen anderen Weg zur Synthese der β-Carboline aus L-Tryptophan 
entwickelt haben. 
Bei der Produktion der unterschiedlichen β-Carboline könnte es sich auch um eine 
Schutzfunktion gegen Insektenfraß handeln. Ein nicht unwichtiger Faktor ist auch die bisher 
nicht endgültig geklärte ökologische Funktion der Psilocybin-Produktion und deren vermutete 
Schutzfunktion gegenüber konkurrierenden Insekten. Aufgrund der hohen Menge von 1-2 % 
im Trockengewicht, unter Berücksichtigung der nahezu weltweiten Verbreitung der Psilocybe 
Pilze, muss es sich bei dessen Produktion um eine enorm wichtige ökologische Funktion 
handeln. Harman als MAOA -Inhibitor und Norharman als MAOB-Inhibitor sind beide in den 
Extrakten von Psilocybe sp. zu finden und zeigten eine deutliche Wirkung auf das Insekt 
Galleria mellonella. Es wurde eine gesteigerte Serotonin-Konzentration in den Köpfen der 
Larven nach Verabreichung der Alkaloide gemessen (Wronska, Boguś et al. 2018). Beide β-
Carboline inhibierten die Funktion der MAO und es kam zu einer verringerten MAOA-
Konzentrationen in den Köpfen der Larven und zu einer deutlich verzögerten 
Larvalentwicklung, vermutlich auch durch die Beeinflussung der Serotonin-Konzentrationen 
(Wrońska, Boguś et al. 2018). 
Anhand dieser Ergebnisse schlussfolgern die Autoren auch ohne eine direkte 
Affinitätsmessung an den Insekten-Rezeptoren, dass die Wirkung von Harman und Norharman 
auf die zentralen Nervensysteme der Säugetiere ebenso im gleichen Maße die Insekten 
betrifft. Für eine finale Bestätigung dieser Annahme fehlen allerdings Daten zu den Liganden 
und Rezeptorinteraktionen der Wirkstoffe in den Insekten. Die geringen Mengen, welche 
produziert werden, sprechen ebenso für eine Wirkung auf Insekten, welche im Vergleich zur 
Körpermasse wesentlich mehr Wirkstoffe beim Verzehr dieser Pilze aufnehmen. Dies würde 
die Annahme von Reynolds bestätigen, in welcher Psilocybin als ein Abwehrstoff gegen 
pilzfressende Insekten dient (Reynolds, Vijayakumar et al. 2018). Der Mechanismus beruht in 
diesem Fall ebenso auf einer induzierten Verhaltensmodifizierung durch neuronal aktive 
Wirkstoffe. Eine gleichzeitige Produktion von MAOA- und MAOB-Inhibitoren zusätzlich zum 
Wirkstoff Psilocybin würde durch die synergistische Natur einerseits die psychotrope 
Psilocybin-Wirkung deutlich verstärken und fügt andererseits ebenso neue potenzielle 
Wirkungen der Harman-Alkaloide hinzu. Es ist der bisher erste Nachweis in der Wissenschaft, 
bei welchem die Produktion eines MAO-Inhibitors den Hauptwirkstoff eines Organismus 
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verstärkt. Dieses aus den Pilzen bisher völlig unbekannte aber ziemlich effektive 
Grundkonzept lässt sich im Bereich der Bakterien wiederfinden, es gibt bisher kaum ähnliche 
bekannte Beispiele dieses synergistischen Prinzips, ein prominentes Beispiel ist die Produktion 
des β-Lactam Antibiotikums Cephamycin und den β-Lactamase Inhibitor Clavulansäure., wo 
Streptomyces clavuligerus zusätzlich zu dem Antibiotikum Cephamycin den β-Lactamase-
Inhibitor Clavulansäure produziert (Paradkar 2013). Dadurch können Antibiotika-Resistenzen 
vermieden werden, weil die Clavulansäure den Abbau des β-Lactamrings durch β-Lactamasen 
verhindert. 
Für einen Fraßschutz vor Insekten wäre die Kombination aus den synergistischen Wirkstoffen 
der Psilocybin Pilze evolutionär von großem Vorteil und würde die Wirkung bei reduzierter 
Wirkstoffmenge drastisch verstärken. Bei der von Reynolds (Reynolds, Vijayakumar et al. 
2018) angesprochenen Konkurrenz gegen Insekten in den gleichen ökologischen Nischen 
bietet diese neue Wirkstoffkombination Strategien zur Verteidigung der organischen 
Nahrungsressourcen für die saprobiontisch lebenden Psilocybe-Pilze. Auch 
Blattschneideameisen in Argentinien wurden dabei beobachtet wie spezialisierte Gruppen 
über 70 m weit die Fruchtkörper von P. coprophila einsammeln und in ihr Nest tragen 
(Masiulionis, Weber et al. 2013). Da diese Ameisenart bereits eine Kultur des Basidiomyceten 
Leucoagaricus hält, scheint ein Sammeln von Psilocybe Fruchtkörpern als Nahrung 
unwahrscheinlich, und die Autoren vermuten Verteidigungszwecke dahinter. In einer 
weiteren aktuellen Veröffentlichung wird eine konvergente Entwicklung der Produktion von 
Psilocybin durch Zikaden parasitierende entomopathogene Pilze der Gattung Massospora 
vorgeschlagen, die das Verhaltens der Zikaden durch die Produktion diverser neuroaktiver 
Stoffe wie dem Psilocybin beeinflusst (Boyce, Gluck-Thaler et al. 2019). 
Die weitere Erforschung der durch Psilocybe produzierten β-Carboline hilft hoffentlich bei der 
Klärung der Fragestellung des Ziels der eigentlichen Produktion von Psilocybin. Außer diesem 
prominenten Wirkstoff sind noch keine weiteren von Aminosäuren abgeleiteten Naturstoffe 
aus diesen medizinisch so vielversprechenden Psilocybe Arten veröffentlich worden. So 
scheint das Metabolom auch 60 Jahre nach der Entdeckung des Psilocybins noch 
unverstanden und zeigt auf, welchen dringenden Forschungsbedarf die Psilocybe-Pilze 
zukünftig haben, vor allem im Hinblick auf die erhoffte baldige medizinische Anwendung des 
Wirkstoffes Psilocin oder Psilocybin. 
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5. Zusammenfassung 
Das Ziel dieser Doktorarbeit ist die Untersuchung der Biosynthesen von Indolalkaloiden aus 
den Pilzen der Gattung Psilocybe. Dazu zählten unter anderem die erstmalige 
Charakterisierung der Biosynthese des psychotropen Wirkstoffs Psilocybin und die 
Entdeckung der gleichzeitigen Produktion einer Vielzahl von β-Carbolinen. Im ersten Schritt 
wurde dafür das Genom von P. cyanescens de novo sequenziert und in den Sequenzdaten 
nach charakteristischen Genen oder Genclustern oder anderen modifizierenden Enzymen 
gesucht. Nachdem das Psilocybin Biosynthese-Cluster in Psilocybe detektiert wurde, konnte 
dieses heterolog in E. coli und A. niger exprimiert werden und eine in vitro-Charakterisierung 
der Psilocybin-Biosynthese durchgeführt werden. 
Aufgrund des gestiegenen Pharmazeutischen Interesses und der Zusammenarbeit mit der 
Firma Promega beziehungsweise der non-profit Organisation Usona, wurde eine erweitere 
Biokatalytische Route für die in vitro-Produktion von Psilocybin entwickelt. Die Lösung war die 
Entwicklung einer durchgehenden in vitro-Synthese durch eine Verknüpfung mit der 
Tryptophansynthase (TS) mit der Biosyntheseroute des Psilocybins. 
Weiterhin konnte die Substratspezifität der TS gegenüber diversen halogenierten Indolen 
getestet werden und erstmals biokatalytisch mit dem gleichen Satz an Enzymen diverse 
Analoge wie das Isonorbaeocystin oder Serotonin hergestellt und in dem Magazin Chemistry 
veröffentlicht werden (Blei, Baldeweg et al. 2018). 
Durch einen Austausch mit der TS aus S. enterica gelang die Erzeugung eines weiteren 
Derivates, dem 6-Methylpsilocybin (Fricke, Sherwood et al. 2019). Des Weiteren konnte 
ebenfalls die Biosynthese des Indolalkaloides L-Hypaphorin mit der Methyltransferase TrpM 
aus P. cubensis charakterisiert werden. Interessanterweise kam es zu keiner Überschneidung 
zwischen den Substraten von TrpM und PsiM aus der Psilocybin-Biosynthese aufgrund von 
strikten Substratspezifitäten der jeweiligen Enzyme.  
Zusätzlich zu den schon angesprochenen Indolalkaloiden konnten mit meiner Arbeit weitere 
Naturstoffe aus der Klasse der β-Carboline in den Fruchtkörpern und Mycelien verschiedener 
Psilocybe-Arten nachgewiesen werden. Dies war eine besonders wertvolle Entdeckung im 
Hinblick auf die möglichen synergistischen Effekte auf die Wirkung des Psilocybins durch die 
Inhibierung der Monoaminoxidase (Blei, Dörner et al. 2019). 
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6. Abstract 
The goal of this doctoral thesis was the close examination of the biosynthesis of different 
indole alkaloides produced by different species of the fungal genus Psilocybe. This included 
the first characterization of the biosynthesis of psilocybin as the main psychotropic agent and 
the first discovery of the simultaneous production of β-carbolines. In the first step, the 
genome of P. cyanescens was sequenced and analyzed for characteristic genes and clusters or 
modifying enzymes. After the detection of the psilocybin biosynthesis cluster in Psilocybe, the 
cluster was expressed heterologous in E. coli and A. niger and an in vitro characterization of 
the psilocybin biosynthesis was done. 
Because of the raised pharmaceutical interest as well as some collaboration with the company 
Promega and the non-profit organization Usona, an expanded biocatalytic route for the 
in vitro production of psilocybin was established. The solution was the development of a 
continuous in vitro synthesis through a connection of the tryptophan synthase (TS) out of the 
basidiomycete P. cubensis with the biosynthesis route of psilocybin. 
Additionally, the substrate specifity of the TS were tested against different other halogenated 
indoles and for the first time different analogues of psilocybin could be produced 
biocatalytically with the same set of enzymes (Blei, Baldeweg et al. 2018). 
The generation of another derivate the 6-methylpsilocybin succeeded through an exchange 
with the TS of S. enterica (Fricke, Sherwood et al. 2019). Furthermore, the biosynthesis of the 
indole alkaloid L-Hypaphorin was characterized using the methyltransferase TrpM. 
Surprisingly no interference occured between the substrates of TrpM and the 
methyltransferase from the psilocybin biosynthesis PsiM because of strict substrate specifics. 
Supplemental to the already addressed indole alkaloides my work could identify further 
natural products out of the β-carboline class in the fruiting bodies and mycelia of different 
Psilocybe species. This was a big discovery in regards to the possible synergistic effects this 
could have on the psychoactive effect of Psilocybin through an inhibition of the 
monoaminoxidase enzyme (Blei, Dörner et al. 2019). 
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[M+H] + positiv geladenes Ion der Masse M +1 
[M-H] -  positiv geladenes Ion der Masse M -1 
aa   Aminosäure 
ATP   Adenosintriphosphat 
C   Kohlenstoff 
C4  vierter Kohlenstoff 
C6  sechster Kohlenstoff 
EKG  Elektrokardiogramm 
HPLC   High-performance liquid chromatography 
HR-MS  High-resolution mass spectrometry 
LD50    Letale Dosis 50 Prozent 
m/z   Verhältnis Masse zu Ladung 
MAO   Monoaminooxidase 
MS   Massenspektrometrie 
MT   Methyltransferase 
NMR   Kern-Magnetresonanz (Nuclear magnetic resonance)  
NRPS   Nichtribosomale Peptidsynthetase 
PCR   Polymerase Kettenreaktion (Polymerase-chain-reaction) 
PLP   Pyridoxalphosphat 
PKS  Polyketidsynthase 
PKS-NRPS  Polyketidsynthase-Nichtribosomale Peptidsynthetase-Hybrid 
SAH   S-Adenosyl-Homocysteine 
SAM   S-Adenosyl-Methionein 
TS   Tryptophan Synthase 
TDC   Tryptophan Decarboxylase 
UV   Ultraviolett 
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